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optimale Prozess‐Führung,  ‐Kontrolle und  ‐Kenntnis  ist dabei unerlässlich, um den Biogasprozess so 
effektiv wie möglich  zu  gestalten.  Gängige  Substrate wie Mais  und  Gülle  führen  immer  häufiger 
anthropogene Verunreinigung wie Pestizide, Antibiotika und veterinäre Desinfektionsmittel mit sich. 
Es muss  daher  sichergestellt  sein,  dass  diese  anthropogenen  Stoffe weder  eine  Belastung  für  die 
mikrobiologischen  Prozesse darstellen  noch  eine Gefährdung  von diesen  für Mensch und Umwelt 
ausgehen.  
In der vorliegenden Arbeit sollten Kenntnisse über den Einfluss von anthropogenen Stoffen auf den 
anaeroben  Vergärungsprozess  anhand  von  Laborversuchen  erlangt  werden.  Als  relevante 
anthropogene  Stoffe  wurden  die  aktiven  Bestanteile  von  veterinären  Desinfektionsmitteln, 
quaternären Ammoniumverbindungen, und das Pestizid Glyphosat getestet. Hierbei wurden neben 
der Betrachtung der Biogasproduktion anhand von Fettsäureprofilen die beeinflussten Gruppen von 
anaeroben  Mikroorganismen  ermittelt.  Erweiternd  zu  vorangegangenen  Studien  sollte  für  die 
Gruppe der quaternären Ammoniumverbindungen getestet werden, ob Mischungen von mehreren 
Substanzen  einen  verstärkenden  (synergistischen)  Effekt  aufweisen.  Ferner  wurden  Abbau‐  und 
Adsorptionsversuche  durchgeführt,  um  das  Umweltverhalten  dieser  Stoffe  zu  simulieren.  All  dies 
erforderte  sensitive,  substanzspezifische  Analysenverfahren  aus  biologischen Matrices, welche  im 
Rahmen dieser Arbeit weiterentwickelt und validiert wurden.  
Die  Versuchsergebnisse  zeigen,  dass  von  Glyphosat  und  seinem  Metaboliten 
Aminomethylphosphonsäure  (AMPA)  für  den  zu  erwartenden  Konzentrationsbereich  keine 
Beeinflussung der mikrobiologischen  Prozesse  zur Biogaserzeugung  aus  gehen.  Jedoch  zeigten die 
quaternären  Ammoniumverbindungen  bereits  bei  deutlich  geringeren  Konzentrationen 
(1 bis 5 mmol∙L‐1) einen Einfluss auf die anaeroben Mikroorganismen. Außerdem konnten  für diese 
Substanzen  synergistische  Effekte  festgestellt  werden  (0,1 bis 0,01 mmol∙L‐1).  Dies  ist  besonders 
kritisch, da quaternäre Ammoniumverbindungen  in diesen Konzentrationsbereichen  (0,01 mmol∙L‐1) 
bereits in Biogasanlagen nachgewiesen wurden. Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist, dass gezeigt 
wurde,  dass  die  Hydrophilie  der  quaternären  Ammoniumverbindungen  über  die  Toxizität  dieser 
Stoffe  entscheidet,  die  mit  steigender  Membranlöslichkeit  zur  Zelllysis  führen.  Dies  betraf 
vorwiegend die Archaeen. Ein Abbau dieser Substanzen konnte nicht festgestellt werden. Der hohe 
Eliminationsgrad der Substanzen wurde auf Adsorption zurückgeführt. Die Ergebnisse und die daraus 






the  renewable  energy  sector  in  Germany.  Optimal management,  control  and  knowledge  of  the 
process  are  essential  for  an  effective  anaerobic  digestion.  An  increasing  level  of  feedstock 
contamination  with  pesticides,  antibiotics  and  veterinary  disinfectants  was  recently  reported. 
Therefore,  it  is essential  to ensure  that  these  anthropogenic  substances do not negatively  impact 
microbiological processes and the environment.  
In this work,  laboratory tests were performed to detect  the  influence of anthropogenic substances 
on anaerobic digestion. Thus, active  ingredients of veterinary disinfectants  (quaternary ammonium 
compounds) and the pesticide glyphosate were tested as relevant anthropogenic substances. Apart 
from  the  study  of  biogas  production,  the  fatty  acid  profiles  were  analyzed  to  evaluate  which 
anaerobic microorganisms were  influenced.  In addition  to previous studies, experiments should be 
included  that  test  for  synergistic  effects  of  individual  substances  or  mixtures  of  quaternary 
ammonium compounds. Furthermore, degradation and adsorption experiments were carried out to 
simulate  the  environmental  behavior  of  these  substances.  All  tests  required  sensitive,  substance 
specific  analytical methods  from  complex matrices, which were  further  developed  and  validated 
within this work.  
The  test  results  show  that  glyphosate  and  its  metabolite  aminomethylphosphonic  acid  do  not 
influence  the microbiological processes of biogas production  in  the expected  concentration  range. 
However,  quaternary  ammonium  compounds  affected  the  anaerobic  microorganisms  already  at 
significantly lower concentrations (1 to 5 mmol∙L‐1). In addition, synergistic effects were observed for 




concerned  the  methanogenic  archaea.  The  degradation  of  these  substances  could  not  be 
determined.  The  high  elimination  rate  of  these  substances was  attributed  to  adsorption  on  the 





































































































































































































































































































































































aus der Kernenergie und dem  angestrebten  Ziel, bis 2050 den Bruttostromverbrauch  zu 80 %  aus 




festgelegt  [3].  Offshore‐Windparks  zeichnen  sich  durch  eine  hohe Windstabilität  und  durch  eine 






































Schwankungen  aus  Windenergie  und  Photovoltaik  auszugleichen.  Sie  werden  daher  eine  sehr 
wichtige Rolle  im zukünftigen Energiemix  in Deutschland spielen. Energiepflanzen wie Mais werden 
dabei an Bedeutung verlieren. Dies soll sowohl den ökologischen Folgen der Monokulturen, als auch 
der  gesellschaftlichen  Kritik  des  Maisanbaus  entgegenwirken.  Gesetzlich  ist  dies  schon  jetzt  in 
Ansätzen geregelt. Neu zugelassene Biogasanlagen dürfen höchstens 50 %, und ab 2021 höchstens 
44 % Masseanteil an Getreidekorn oder Mais verwenden [5]. Der Anteil an zurzeit wenig genutzten 
Reststoffen  soll  hierbei  stetig  zunehmen.  Angestrebt  werden  soll  eine  Kaskadennutzung  der 




Sowohl  Gülle  aber  auch  klassische  Substrate wie Mais  oder  organische  Reststoffe  können  durch 
anthropogene Verunreinigungen belastet sein und somit den anaeroben Biogasprozess stören. Beim 
Beispiel Mais sind diese anthropogenen Stoffe vor allem Pestizidrückstände. Kritisch sind besonders 
Pestizide,  welche  beim  Sikkationsverfahren  Anwendung  finden.  Hierbei  werden  Pestizide  bis  zu 
7 Tage  vor  der  Ernte  auf  Teilflächen  der  Felder  ausgebracht.  Da  hierdurch  der  Erntevorgang 
erleichtert wird, wurde dies  in der Vergangenheit gelegentlich angewendet, um den Erntezeitpunkt 
zeitlich zu bestimmen, was  in Deutschland verboten  ist  [7]. Besonders  in der Kritik steht dabei das 
Pestizid  Glyphosat.  Hohe  Befunde  von  Glyphosat  in  Futtermitteln  von  0,4‐0,9 mg Glyphsat∙kg‐1  in 
Deutschland  lassen  den  Schluss  zu,  dass wahrscheinlich  die  Anwendung  kurz  vor  der  Ernte  dazu 





von  24 mg∙kg‐1 TS  festgestellt.  Darüber  hinaus  wurden  auch  Bestandteile  von 
Veterinärdesinfektionsmitteln  wie  z.B.  Quaternäre  Ammoniumverbindungen  (engl. quaternary 
ammonium  compounds,  QACs)  in  Gärresten  mit  Konzentrationen  von  bis  zu  119 mg∙kg‐1 TS 
festgestellt [9].  
Neben  der  potenziellen  betrieblichen  Beeinträchtigung,  welche  von  einer  Minderung  der 
Gasproduktion bis hin zum Erliegen der Biozönose gehen kann und wegen der damit verbundenen 
kostspieligen  Entsorgung  des  belasteten  Substrates,  ist  die  spätere Ausbringung  von Gärresten  in 








Metaboliten  AMPA  (Amminomethylphosphonsäure)  soll  der  Effekt  auf  Biogasverfahren  im 
anaeroben Milieu untersucht werden. Es  soll die Biogasbildung bei unterschiedlichen, praxisnahen 
Konzentrationen  der  genannten  Stoffe  im  Labormaßstab  und  im  Miniplant‐Maßstab  bestimmt 
werden.  Da  beim  anaeroben  Abbau  unterschiedliche  Mikroorganismen  wie  Archaeen 
(Methanogenese),  extrazelluläre  Enzyme  (Hydrolyse),  gram‐positive  und  gram‐negative  Bakterien 
(Acetogenese und Acidogenese) beteiligt sind [12], soll untersucht werden, welche Mikroorganismen 
am  stärksten  beeinflusst  werden  und  welche  weniger  oder  gar  nicht.  Hierzu  sollen  die 
Fettsäureprofile der einzelnen Proben analysiert und bewertet werden. Von besonderen Interesse ist 
die Wirkung auf die Archaeen  (Methanogene), da ein Effekt auf Archaeen durch QACs bisher noch 
nicht  im  Detail  beschrieben  wurde  [13].  Darüber  hinaus  sollen  Aussagen  über 
Struktur‐Wirkung‐Beziehungen der Unterschiedlichen QACs getroffen werden. Wie bereits aus der 
Literatur bekannt  ist,  sind QACs anaerob nicht abbaubar  [14]. Daher  soll der aerobe Abbau dieser 
Substanzen  getestet  werden.  Die  aeroben  Abbaustudien  der  QACs  sollen  es  ermöglichen, 
Verfahrensempfehlung für den Umgang von belasteten Substraten und/oder Wirtschaftsdüngern zu 










sich  der  verwendeten  Analysentechniken,  Validierung  und  kinetische  Auswertung 
(Kapitel 2.4 bis 2.5).  
2.1 Glyphosat 
Glyphosat  (N‐Phosphonomethylglycin)  ist  ein  nicht  selektives  Breitbandherbizid  und  ist  in 









Glyphosat  bzw.  glyphosathaltige  Pflanzenschutzmittel  sind  in Deutschland  im Ackerbau  sehr  stark 
verbreitet.  2012  ergab  eine  Umfrage,  dass  39 %  der  Ackerflächen  in  Deutschland mit  Glyphosat 






vor  dem  Ernten  auf  Teilflächen  des  Feldes  ausgebracht,  um Unkrautdurchwuchs  oder  Zwiewuchs 
(ungleiche  Abreife)  in  lagernden  oder  stehenden  Pflanzen  entgegenzuwirken.  Glyphosat  bewirkt 
dabei,  dass Unkräuter  oder  Zwiewuchs  verdorrt  und  somit  ein  besserer  Erntevorgang  ermöglicht 
wird.  Dies  ist  gesetzlich  in  Deutschland  nur  in  Ausnahmefällen  erlaubt.  Die  Anwendung  von 








Bakterien  vorkommenden  5‐Enolpyruvyl  Shikimate  3‐Phasphat  Synthase  (EPSPS),  welche  für  die 
Biosynthese von aromatischen Aminen (Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan) eine wichtige Rolle spielt 











Hinzu  kommt, dass der  sehr  geringe Oktanol/Wasser‐Koeffizient  (Kow=0,00033)  impliziert, dass die 
Elutionskraft  von  Wasser  nicht  ausreicht,  um  Glyphosat  in  großen  Mengen  von  den  Partikeln 
abzuspülen (engl. runoff). Glyphosat wird nicht in der Pflanze abgebaut, sondern ausschließlich durch 



















































Die  Komplexität  von  Böden  und  den  unterschiedlichen meteorologischen  Gegebenheiten  führen 






zumindest  teilweise  verhindern  [38].  Außerdem  ist  anzunehmen,  dass  Böden,  die  seit mehreren 
Jahrzehnten  Glyphosat  ausgesetzt  sind,  dies  gar  nicht  mehr  adsorbieren  können.  Neben  der 











Quaternäre  Ammonium  Verbindung  (QACs,  engl.  quaternary  ammonium  compounds)  haben  eine 
hohe  wirtschaftliche  Bedeutung,  da  sie  in  unterschiedlichen  Produkten  wie  zum  Beispiel 
Desinfektionsmitteln,  Bioziden,  Detergenzien,  Phasen‐Transfer‐Vermittlern  und  in  diversen 
Körperpflegeprodukten  eingesetzt  werden.  Der  weltweite  Jahresverbrauch  von  QACs  wird  auf 
insgesamt  350.000  bei  500.000  Tonnen  geschätzt  [44,  45].  Sie  gehören  der  Stoffklasse  der 
kationischen Tenside an und besitzen einen hydrophilen und ein bis zwei hydrophobe Alkylketten. 
Die  hydrophile  Gruppe  ist  der  namensgebende  4‐fach  substituierte  Ammoniumrest.  Die  vier 
Substituenten  erzeugen  eine  positive  Ladung  des  Stickstoffatoms  und  verursachen  letztlich  die 
hydrophilen Eigenschaften (Abbildung 2.2‐1 a). QACs lassen sich anhand ihrer funktionellen Gruppen 
in  drei  Hauptklassen  unterteilen:  Monoalkyl‐Ammonium‐Ionen  (Abbildung  2.2‐1  b),  Dialkyl‐












vor  der  Ammonium‐Suffix  genannt.  Innerhalb  der  verschiedenen  Alkylreste  wird  alphabetisch 
sortiert. Bei Abkürzungen findet man  in der Literatur unterschiedliche Bezeichnungen, da dies nicht 
gemäß  IUPAC geregelt  ist.  In der vorliegenden Arbeit  ist die gängigste Variante verwendet worden. 
Hierbei  wird  die  hydrophobe  Alkylkette  mit  A  (alkyl)  bezeichnet  und  die  Kettenlänge  als  letzte 
Information angehängt z.B. ‐C12. Die Methylgruppen werden je nach Anzahl mit DM (dimethyl) oder 
TM (trimethyl) abgekürzt. Bei Molekülen mit zwei hydrophoben Alkylketten werden diese nur mit D 



















Der  Ausschuss  „Desinfektion  in  der  Veterinärmedizin“  der  Deutsche  Veterinärmedizinische 








Für  die  Tierhaltung  sind  89  (Stand  23.12.2016  [46]) Handelspräparate  aufgeführt  (siehe  Anhang), 
wobei die Liste einer ständigen Überarbeitung unterliegt [46]. Mit 21 Handelsprodukten sind QACs, 
neben  Peroxiden, die wichtigste Wirkstoffklasse der Veterinärdesinfektionsmittel  (siehe Abbildung 
2.2‐2). Dabei werden QACs‐haltige Desinfektionsmittel  nie  als Monoprodukte  eingesetzt,  sondern 







Bei  der  Desinfektion  von  z.B.  Schweineställen  werden  Stallflächen,  Böden,  Wände,  Decken, 
Einbauten,  Lüftungssysteme,  Futtersilos,  Tröge,  Stiefel,  Geräte  und  Stallwerkzeuge  mit  dem 
























Wie  bereits  in  2.2.1  erwähnt, werden QACs  als Desinfektionsmittel  und  Biozide  eingesetzt. Dabei 
bewirken  die  QACs  auf  zellulärer  Ebene  den  Zelltod  auf  zwei  unterschiedlichen  Wegen.  Die 
hydrophoben  Eigenschaften  der  QACs  führen  zu  einer  Anreicherung  der  Moleküle  in  den 
hydrophoben  Zellmembranen  der  Bakterien.  Bei  geringen  Konzentrationen  induziert  dies  eine 
Störung  der Osmoregulation  der  Zelle  und  der metabolischen  Prozesse  der  Zellmembran  [50].  In 
Folge dessen kommt es zu einer Beeinträchtigung der Zellfunktionen  (Abbildung 2.2‐3 a‐c). Höhere 
Konzentrationen  haben  zur  Folge,  dass  es  zu  einer  starken  Beeinträchtigung  der  physiologischen 
Funktion der Zellmembran kommt. Einzelne Zellbestanteile können dabei aus der Zelle austreten. Im 











den  anaeroben  Biogasprozess,  da  diese  Substanzen  somit  im  vollen  Umfang  in  der  dortigen 
Biozönose  wirken  können  [45].  Für  den  aeroben  Abbau  gibt  es  mögliche  Abbauwege,  die  vom 













Bei  der  ω‐Oxidation  handelt  es  sich  um  eine  Vorstufe  der  β‐Oxidation.  Hierbei  wird  an  einer 
Alkylkette  eine  Carboxylgruppe  eingeführt.  Dies  erfolgt  reduktiv  durch  Oxidation  des  äußersten 
C‐Atoms  der  Alkylkette  in  mehreren  Schritten.  Im  ersten  Schritt  wird  durch  Oxidasen  eine 
















Bei  der  β‐Oxidation werden  normalerweise  Fettsäuren  abgebaut.  Im  Fall  der QACs wird  hier  die 
durch die  ω‐Oxidation umgewandelte Alkylkette  abgebaut. Der  gesamte Vorgang  lässt  sich  in  vier 
Reaktionen  unterteilen.  Im  ersten  Schritt  wird  durch  das  Enzym  Acyl‐CoA‐Dehydrogenase  eine 
Doppelbindung dem  zweiten und dritten Kohlenstoffatom  gebildet. Anschließend wird  im  zweiten 


















Van  Ginkel  und  Kollegen  beschrieben  1992  die  direkte  Spaltung  der  C‐N  Bindung  anhand  von 
Hexadecyltrimethylammonium und Pseudomonas Stamm B1. Hierbei wird durch Monooxygenase die 










durch  Industrie  und  Kommunen  hauptsächlich  auf  QACs  aus  Reinigungsmitteln,  Kosmetik  und 
Desinfektionsmitteln,  welche  über  das  Abwasser  in  die  Kläranlagen  und  dann  in  die 
Oberflächengewässer  gelangen.  Ein  Großteil  der  QACs,  die  über  das  Abwasser  in  die  Kläranlage 
kommen,  werden  allerdings  am  Klärschlamm  adsorbiert.  Hierbei  spielen  die  entgegengesetzten 
Ladungen von QACs (positiv) und Klärschlamm (negativ, [55]) eine entscheidende Rolle. Der Eintrag 
von  Veterinärdesinfektionsmitteln  in  der  Umwelt  erfolgt  über Wirtschaftsdünger.  Hierbei  gelten, 
gemäß  Düngemittelverordnung  (DüMV)  Reinigungs‐  und  Desinfektionsmittelabwasser, welche  aus 










In  kommunalen  Abwässern  wurden  maximale  Konzentrationen  von  BDMA‐C12,  BDMA‐C14  und 
DDMA‐C10  von  170 µg∙L‐1  gefunden  [58,  59].  Im  Vergleich  dazu  lagen  die  Messwerte  für 
Alkyl‐Trimethyl‐Ammoniumverbindungen  bei  maximal  <10 µg∙L‐1.  In  Deutschland  wurden  durch 
Kreuzinger et al.  [59]  für QACs Messwerte von unter 1 µg∙L‐1 dokumentiert. Einzig BDMA‐C12 hatte 





Schlammflocke  ist  die  Affinität  besonders  hoch  [55].  Für  DDMA,  ATAC  und  BDMA  wurden 
Konzentrationen von 27 bis 103 mg∙kg‐1 TS  in drei österreichischen Kläranlagen nachgewiesen  [60]. 
Merino  et.  al  ermittelte Konzentrationen  von 0,1 bis 34 mg∙kg‐1  TS  in  zwei  spanischen Kläranlagen 
[61]. Außerhalb von Europa wurden sehr hohe Konzentrationen in Guangzhou, China gemessen. Hier 
lagen  die  Konzentrationen  für  BDMA,  ATMA  und  DDMA  bei  3,6 mg∙kg‐1  TS,  8,3 mg∙kg‐1  TS  und 
156 mg∙kg‐1 TS [62].  
2.2.4.3 Konzentration in Oberflächengewässern  
Unterschiedliche  Studien  für  europäische,  amerikanische  und  asiatische  Oberflächengewässer 
zeigen, dass QACs hier  im µg∙L‐1 Bereich vorhanden sind.  In der bereits erwähnten österreichischen 
Umweltstudie  lag die höchste Konzentration bei 1,9 µg∙L‐1  [57]. Höhere Konzentrationen  für BDMA 
wurden  in  Taiwan  im  Bereich  von  2,5 bis 65 µg∙L‐1  erfasst  [63].  Für  die  USA  liegen  Werte  von 
2,7 bis 5,8 µg∙L‐1 vor [64].  
2.2.4.4 Konzentration in Sediment  
QACs  haben,  ähnlich  wie  bei  Klärschlamm,  auf  Grund  ihrer  positiven  Ladung  eine  hohe 
Adsorptionsaffinität  für Sedimentpartikel. Haupteintragsweg von QACs  in Sedimente  ist vermutlich 
der  Kläranlagen‐Ablauf,  aber  auch  runoff‐Effekte durch die Verwendung  von Wirtschaftsdünger  in 
der  Nähe  von  Fließgewässern  sind  denkbar.  Für  BDMA‐C12  und  DDMA‐C18  wurden 




BDMA‐C16  wurden  sogar  mit  mittleren  Konzentrationen  von  über  100 µg∙kg‐1  erfasst  [58,  59]. 
Messungen  in den USA ergaben  für BDMA Konzentrationen von 22 bis 206 µg∙kg‐1  [64]. Durch den 




Das  österreichische  Umweltbundesamt  und  das  Umweltinstitut  Wien  haben  2007  eine  erste 
umfangreiche Studie veröffentlich zum Nähr‐ und Schadstoffgehalt in Gärrückständen. In der Studie 
wurden  sechs Biogasanlagen  im  Landkreis Vorarlberg untersucht. Untersucht wurden die Gärreste 
der Anlage, welche als Wirtschaftsdünger  verwendet werden. Hierbei wurden  von DDMA‐C10, bis 
DDMA‐C18,  von  BDMA‐C12  bis  BDMA‐C18  und  von  ATMA‐C12  bis  ATMA‐C16  Mengen  in 
Konzentrationsbereichen bis 119 mg∙kg‐1 nachgewiesen. Im Mittel  lagen die Konzentration zwischen 
0,041 mg∙kg‐1  und  2,2 mg൉kg‐1.  Die  höchsten  Werte  wurden  für  die 









den  bei  fakulativen  anaeroben  Vergärung  beteiligten  gram‐positiven  und  gram‐negativen 
Mikroorganismen  sind  für  die Methanbildung  Archaeen  zuständig.  Diese  weisen,  abweichend  zu 
normalen  Bakterien  eine  andere  Zellwand  auf.  Der  antimikrobielle  Effekt  von  QACs  gegenüber 
Archaeen [67] ist nicht wirklich erforscht. Des Weiteren ist der Effekt der QACs auf die extrazellulären 
Enzyme,  welche  in  anaeroben  Mischkulturen  die  Hydrolyse  der  höhermolekularen 
Substratbestandteile durchführen, unklar. Neben der Struktur‐Wirkungsbeziehung bezogen auf die 
Länge der Alkylseitenketten  ist auch die Anzahl der hydrophoben Ammoniumsubstituenten wichtig. 
In akute Toxizitätstest mit Photobacterium  sank die Toxizität  signifikant mit der  steigenden Anzahl 
der  hydrophoben  Seitenketten  [68].  Jing  et  al.  [69]  zeigten  anhand  von  quantitativen  Struktur‐
Wirkungs‐Beziehungstests  (engl.  quantitative  structure‐activity  relationship  (QSAR))  mit  Chlorella 




Kettenlänge  und  nicht  der  Anzahl  an  hydrophoben  Substituenten  steigt  [69].  Die  Benzyl‐Alkyl‐
Ammonium‐Ionen  gelten  als  gut  abbaubar unter  aeroben Bedingungen, besitzen  aber  keine hohe 
Selektivität in ihrer bioziden Wirkung [14, 15]. 
Für die vorliegende Arbeit wurden fünf verschiedene QACs ausgewählt und getestet. Hierbei wurde 
sowohl  darauf  geachtet,  dass  die  Selektivität  der  Seitenketten  als  auch  die  zusätzlichen 
Substituenteneffekte  wissenschaftlich  erfassbar  sind.  Demnach  wurden  Monoalkyl‐Ammonium‐
Ionen mit  C12  und  C16  Alkylrest,  Benzyl‐Alkyl‐Ammonium‐Ionen  ebenfalls mit  C12  und  C16  und 
Dialkyl‐Ammonium.  Ionen mit C10 getestet. Die Strukturformeln, die Abkürzungen und der Namen 
sind in der Tabelle 2.2‐3 dargestellt.  
Neben  der  Selektivität  sollten  die  untersuchten  Substanzen  praxisrelevant  und  somit  in  gängigen 
Handelsprodukten  vorhanden  sein,  was  bei  den  genannten  Substanzen  der  Fall  ist  (siehe  hierzu 
Anhang,  13.  Liste  der  DVG).  Des  Weiteren  sollten,  sofern  möglich,  bereits  Literaturwerte  zu 
Konzentrationen  in Umweltproben wie  Abwasser,  Böden,  Biogasanlagen  o.ä.  vorhanden  sein,  um 
praxisnah, reale potenzielle Effekte oder Belastungen durch diese Substanzen nachweisen zu können.  
Tabelle 2.2‐2 QACs: Strukturformel, Name und Abkürzung der getestete quaternären Ammoniumverbindungen 























Im  nachfolgenden  Kapitel  werden  die  Grundlagen  der  Biogaserzeugung  kurz  erklärt.  Dabei  wird 





(CH4)  und  Kohlendioxid  (CO2)  abgebaut.  Dabei  unterscheidet  man  vier  Abbaustufen:  Hydrolyse, 
Acidogenese,  Acetogenese  und  Methanogenese.  Innerhalb  dieser  Stufen  sind  vorwiegend  drei 
verschiedene  Bakterienstämme  beteiligt:  Fermentative  (Säurebildner),  Acetogene 






zunehmende  Wasserlöslichkeit  der  Substrate,  welches  die  Grundvoraussetzung  für  die 
weiterführenden  Stoffwechselschritte  ist. Hierbei  sollte  der  pH‐Wert  im  leicht  alkalischen  Bereich 
liegen [72, 74].  
2.3.1.2 Acidogenese 





Bei  der  Acetogenese  werden  die  bereits  gebildeten  organischen  Zwischenprodukte  aus  der 
Versäuerungsphase durch synthrophe acetogene Bakterien  in Essigsäure bzw. Acetat umgewandelt. 
Die anorganischen Zwischenprodukte CO2 und H2 werden durch homoacetogene Bakterien zu Acetat 







Über  zwei unterschiedliche  Stoffwechselwege werde die  Zwischenprodukte Acetat, CO2 und H2  zu 
Methan umgewandelt. Die hydrogenotrophen Methanogene wandeln die Zwischenprodukte CO2 und 









die  Einteilung  in  Flüssigvergärung  oder  Trockenvergärung;  mesophil  oder  thermophil 




kontinuierliche  Verfahren  unterteilt.  Die  Fütterungsart wird  in  Güllevergärung,  Co‐Vergärung  und 
Mono‐Vergärung  aufgegliedert.  Darüber  hinaus  kann  noch  instehende  oder  liegende 
Reaktorbauarten  unterteilt werden.  Bei  der  Unterteilung  der  Verfahrensstufen  in  ein‐,  zwei  oder 
mehrstufige  versucht  man  anhand  einer  räumlichen  Trennung  die  einzelnen  Abbaureaktionen 
voneinander zu trennen und so für die jeweiligen Mikroorganismen spezifisch optimale Bedingungen 
einzustellen.  Diese  Verfahren  sind  besonders  gut  geeignet,  um  quasikontinuierlich  oder 
kontinuierliche Fütterungen durchzuführen. Einstufige Verfahren können auch als Batch‐Vergärung 
betrieben werden und  sind  somit diskontinuierliche Verfahren. Diese werden einmal beladen und 
nach  Ablauf  der  Vergärung  komplett  entleert.  Bei  quasikontinuierlichen  und  kontinuierlichen 
Systemen wird nicht nur dauerhaft oder  chargenweise der Fermenter beladen,  sondern es erfolgt 
auch eine kontinuierliche Gasproduktion und es stellt sich oft eine hohe Prozessstabilität ein. Dabei 
erfolgt  die  Substratumsetzung  in  einem  quasi‐kontinuierlichen  System  mit  einer 
Durchflussspeicheranlage. 
 
Abbildung  2.3‐2  Verfahrenskombinationen:  Mögliche  Verfahrenskombinationen  bei  der  Erzeugung  von  Biogas 
(angelehnt an [71]). 
Die am häufigsten  in der Landwirtschaft verbreitete Bauart  ist die einstufige Co‐Vergärung, welche 
quasi‐kontinuierlich  mit  Speicherdurchflusssystemen  im  mesophilen  Bereich  (37°C  bis  43°C) 
betrieben  wird  [73, 77].  Nachwachsende  Rohstoffe  sind  in  Deutschland  die  am  häufigsten 
eingesetzten  Substrate  (52 % massebezogen und 79 % energiebezogen) und  innerhalb der Gruppe 










4)  gepumpt  und  dort  gemeinsam  vergärt. Das  entstehende Biogas  gelangt  in  den Biogasspeicher, 
welcher  neben  einer  robusten  Außenhaut  aus  einem  flexiblen Gassack  besteht. Das  fermentierte 
Substrat  gelangt  in  den Nachgärer  (Abbildung  2.3‐3  Punkt  5).  Da  auch  hier  noch  Biogas  gebildet 
werden kann, wird dieses abgefangen und  in den Gasspeicher eingeleitet. Anschließend werden die 
Gärreste in ein Speicherbecken oder Güllefass abgepumpt und als Wirtschaftsdünger eingesetzt. Das 
entstandene  Gas wird  aus  dem  Gasspeicher  in  einem  Blockheizkraftwerk  (BHKW)  verstromt.  Der 






Mess‐  und  Steuerungssystem  verwendet  [79]. Weitere  prozessspezifischere  Parameter  benötigen 
meist  aufwendigere  Analysen  und  werden  nicht  kontinuierlich  bestimmt.  Sie  geben  aber 









heutigen  Biogasproduktion  [80].  Sie  dienen  als  Bezugsgrößen  für  andere  Parameter  wie 
Stickstoff‐ und Proteingehalt. In der Praxis wird ein TS‐Gehalt von 8 bis 10 % angestrebt. Ein höherer 
TS‐Gehalt führt zu einer stärkeren Belastung des Rühr‐ und Pumpwerkes. Ein geringerer TS‐Gehalt ist 










6,5  und  9. Obwohl  der  pH‐Wert  aufgrund  der  Trägheit  und  der  Pufferkapazität  des  Systems  kein 




Das  FOS/TAC  (TAC=totaler  anorganischer  Carbonat)  Verhältnis  gibt  über  die  biochemischen 
Bedingungen im Reaktor weitaus bessere Aussagen als der pH‐Wert. Allerdings variiert er sehr stark 
von  Anlage  zu  Anlage  und  von  Messmethode  zur  Messmethode.  Ein  Biogasprozess  mit 
FOS/TAC‐Werten von unter 0,4 gilt als stabil. Hingegen sind FOS/TAC‐Werte von 0,4 bis 0,8 ein erstes 
Anzeichen  für  eine  Störung  der  Biogasproduktion  [72].  Die  kostengünstigste  und  simpelste 
analytische  Bestimmungsmethode  für  diesen  Parameter  ist  die  Titration.  Diese  wird  fast 
























Indikator  für die Prozessstabilität des Reaktors.  Eine  FOS‐Anreicherung  im Reaktor  lässt  auf  einen 
nicht  stabilen  Prozess  schließen,  da  die  gebildeten  Säuren  nicht  weiter  metabolisiert  werden. 
Steigende  Konzentrationen  hemmen  die  Mikroorganismen,  was  bis  zum  Erliegen  des  Prozesses 
führen kann. Dies wird bei gleichzeitigem Absinken des pH‐Wertes unterstützt. Bei frischer Gülle liegt 
die  Konzentration  an  FOS  bei  3‐10 g L‐1.  Bei  vergorener  Gülle  liegt  diese  um  1 g∙L‐1.  Da  die 
Mikroorganismen gegenüber den Säuren eine hohe Adaptionsfähigkeit besitzen,  ist eine allgemeine 
Aussage  über  kritische  Hemmkonzentrationen  schwer  zu  bestimmen.  Sie  ist  oft  substrat‐  und 
anlagenspezifisch.  Ab  FOS  Konzentrationen  von  über  2 g∙L‐1  ist  allerdings mit  einer  Abnahme  der 
Biogasproduktion  zu  rechnen.  [73, 81]. Ab Konzentrationen  von über 10 g∙L‐1  gelten Reaktoren  als 
überlastet. Dies macht  sich  auch  im Absinken  des  pH‐Wertes  bemerkbar. Da  davon  ausgegangen 
wird, dass die undissozierten Säuren einen stärkeren Hemmeffekt ausüben als die dissozierten, hat 





Abbildung  2.3‐4  FOS:  Zusammenhang  des  pH‐Wertes  und  der  Dissoziationsform  und  der  Hemmung  der 
Methanbildungsrate [76]. 
Dies zeigt deutlich, dass die Bestimmung des pH‐Wertes zwar ein wichtiger Parameter ist, aber keine 
ausreichende Aussage darüber  treffen  kann, ob der Prozess  stabil oder  instabil abläuft. Dies  kann 
durch die Bestimmung des FOS/TAC Verhältnisses deutlich besser erfasst werden. Allerdings  ist der 
FOS/TAC Wert eine Vergleich von zwei Summenparametern. Dies kann nur bedingt Auskunft über die 
mikrobiologischen  Prozessvorgänge  geben.  Detaillierte  Prozessinformationen  soll  die  Bestimmung 
der einzelnen flüchtigen organischen Fettsäuren  liefern, was teilweise Gegenstand dieser Arbeit  ist. 
Es  ist anzunehmen, dass die Anreicherung von Fettsäuren nicht die Ursache von Prozessstörungen 
sind,  sondern dass  sie als  Indikator  für eine Prozessstörung herangezogen werden  sollten.  Für die 
Bestimmung  der  in  Tabelle 2.3‐1  angegebenen  Fettsäuren  müssen  chromatographische 
Trennmethoden  etabliert  werden.  In  der  Vergangenheit  wurde  häufig  die  Gaschromatographie 
herangezogen  [87, 88].  Als  kostengünstiger  und  praktikabler  haben  sich  aber 
flüssigchromatigraphische  Systeme  wie  Ionenchromatographie  und  Hochleistungs‐Flüssig‐
Chromatographie (HPLC) erwiesen, welche unter 2.4.2 und 2.4.3 genauer beschrieben werden. 
Tabelle 2.3‐1 FOS: Auflistung der flüchtigen organischen Säuren, welche im Biogasprozess eine Rolle spielen  
Name   IUPAC Bezeichnung  Formel  pKs‐Wert  SdP (°C) 
Essigsäure  Ethansäure  C2H4O2  4,76  118 
Propionsäure  Propansäure  C3H6O2  4,87  141 
iso‐Buttersäure  2‐Methyl‐Propansäure  C4H8O2  4,86  155 
Buttersäure  Butansäure  C4H8O2  4,82  164 
iso‐Valeriansäure  3‐Methyl‐Butansäure  C5H10O2  4,79  176 
Valeriansäure  Pentansäure  C5H10O2  4,84  184 











dabei  nicht  nur  einfache  physikalische  Messtechniken  wie  Druck,  Temperatur,  Redoxpotential, 
Leitfähigkeit und pH‐Wert, sondern auch moderne Verfahren aus dem Bereich der  instrumentellen 

















werden  vor  allem mit  einfache Messmethoden  Parameter wie  Temperatur,  pH‐Wert  oder UV‐Vis 
Daten bestimmt. Online‐Verfahren mittels HPLC oder Massenspektrometrie bilden auf Grund  ihrer 
Komplexität,  mangelnden  Prozessschnittstellen  und  notwendigem  hohen  Betreuungsgrad  die 
Ausnahme. Ihr Einsatz ist immer dann erforderlich, wenn substanzspezifische Informationen benötigt 
werden und einzelne Summenparameter o.ä. nicht ausreichen  [89, 91, 92]. Biogasprozesse werden 
meist  doch  offline  oder  atline  Analysen  überwacht.  Erste  Ansätze  zur  online  Bestimmung  von 






Die  Hochleistungs‐Flüssigkeits‐Chromatographie  (engl.  high  performance  liquid  chromatography, 
HPLC)  ist  eine weit  verbreitete Analysemethode  zur  qualitativen  sowie  quantitativen Analyse  von 
löslichen  Stoffgemischen  und  wird  wie  die  Dünnschichtchromatographie  und  die 
Gaschromatographie als Trennverfahren eingesetzt. Die HPLC deckt dabei ein sehr breites Spektrum 
an  möglichen  Analyten  ab.  Es  können  sowohl  ionische,  polare  als  auch  unpolare  Substanzen 
analysiert werden. Hauptvoraussetzung ist, dass sie in einem wässrigen oder organischen Lösemittel 
vollständig löslich sind. Grund für die hohe Flexibilität der HPLC sind zum einen eine hohe Anzahl an 






















Grundprinzip  der  Chromatographie  ist  das  Auftrennen  eines  Stoffgemisches  in  seine  einzelnen 
Analyten. Der eigentliche Trennvorgang  findet dabei  in einer Trennsäule  statt,  in der die Analyten 
sich zwischen mobiler Phase  (Eluent) und stationärer Phase  (Säulenmaterial) verteilen und mit der 
stationären Phase  in Wechselwirkung  treten.  Je nach physiko‐chemischer Eigenschaft der Analyten 
besitzen diese eine höhere oder niedrigere Affinität zum Trägermaterial der stationären Phase und 

































       
 
Abbildung 2.4‐4 HPLC‐Peak: Darstellung eines gaußförmigen Peak und dessen Kenngrößen [98]. 
Bei  der  chromatographischen  Trennung  kann  es  aufgrund  der  oben  beschriebenen 
Wechselwirkungen  zu  sogenannten  Peakverbreiterung  kommen.  Dieses  Phänomen  wird  im 




Moleküle  unterschiedlich  schnell  wandern.  Dieser  Effekt  ist  von  der  Fließgeschwindigkeit 
unabhängig (orange Linie, A).  
b) Längsdiffusion: Hier wandern die Analytmoleküle  in der mobilen Phase vor und zurück, was 
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Die  Umkehrphasenchromatographie  (engl.  reversed  phase  HPLC,  RP‐HPLC)  ist  die  am  weitesten 
verbreitete HPLC Methode. Es handelt sich dabei um chemisch modifizierte Silicagele. Dabei wird an 
der  Silicaoberflächliche die  Silanolgruppe mit unterschiedlichen  funktionellen Gruppen modifiziert. 
Für hydrophobe RP‐HPLC werden C8‐ oder C18‐Trennphasen  verwendet und mit polaren mobilen 
Phasen  wie Wasser, Methanol  oder  Acetonitril  eluiert.  Hierbei  unterscheidet man  zwischen  der 
isokratischen,  in  der  die  Zusammensetzung  der  mobilen  Phase  nicht  verändert  wird  und  der 
gradienten  Elution,  die  sich  durch  wechselnde  Lösemittelzusammensetzung  auszeichnet.  Die 
Auftrennung  des  Stoffgemisches  basiert  auf  den  unterschiedlichen  Löslichkeiten  der  Analyten 
innerhalb  der  mobilen  und  stationären  Phase.  Hierbei  gilt,  dass  polarere  Analyten  eine  höhere 
Affinität zur mobilen Phase haben und somit früher eluieren.  
2.4.2.3 UV‐Detektion  
Für  die  HPLC  ist  die  wohl  am  meisten  verwendete  Detektionsart  die  UV‐Vis  Detektion,  welche 
natürlich  die  UV‐Absorption  der  Analyten  voraussetzt.  Es  können  sowohl  Einzelwellenlängen‐
Detektoren  (engl.  fixed  wavelength  detectors  FWD  oder  auch  nur  UV‐Detektor)  als  auch 
Gesamtspektren‐Detektoren  (diodes  array detectors, DAD)  verwendet werden. Um  eine möglichst 
große Extinktion  (Eλ) und  somit eine hohe Empfindlichkeiten zu erreichen, sollten gemäß Lambert‐
Beersches Gesetzt die vorhandenen Multiplikanden möglichst groß sein.  
ܧఒ ൌ lg ൬
ܫ଴
ܫଵ
൰ ൌ ఒ݁ ∙ ܿ ∙ ݀  Formel 2.4‐4 
Da der Absorptionskoeffizient (eλ) substanzspezifisch und die Konzentration (c) ebenfalls vorgegeben 
ist,  kann  nur  an  der  geometrischen Größe  der  Schichtdicke  (d)  etwas  verändert werden. Dies  ist 
allerdings ebenfalls begrenzt, da mit größerer Schichtdicke auch ein größeres Volumen benötigt wird, 
























Die  Kombination  aus  diesen  beiden Messmethoden  bietet  eine  Reihe  von Möglichkeiten,  die  es 












die  Kombination  aus  in  Reihe  geschalteten Massenfiltern  etabliert, was  zu  den  Einführungen  der 





Der  Grundaufbau  eines  Tandemmassenspektrometers  ist  in  Abbildung  2.4‐7  dargestellt.  Der 
Flüssigkeitsstrom der HPLC wird  im  Interface  verdampft und die Analyten  ionisiert. Das  Interface, 
welches nur einen  geringen Unterdruck besitzt, wird  vom Hochvakuum des Massenspektrometers 
durch die zwei Lochblenden curtain plate und orifice plate getrennt. Zwischen den beiden Blenden 

















Gegenelektrode  induziert.  Bei  einer  positiven  Spannung  erfolgt  eine  Reduzierung  der  negativ 
geladenen Teilchen und es entsteht ein Überschuss an positiv geladenen Teilchen an der Spitze der 
Kapillare. Auf Grund der gleichen Ladung stoßen sich diese Moleküle voneinander ab und es entsteht 
ein  kegelförmige  Tropfen  (Taylor‐Kegel)  in  Richtung  der  Gegenelektrode,  der  zu  einem  Spray 
vernebelt wird. Das Spray bildet  zwischen den beiden Elektroden ein Aerosol, welches aus kleinen 
Lösemitteltropfen  und  Molekülionen  eines  Ladungstypes  (in  diesem  Fall  positiv)  besteht.  Das 















einer  spiralförmigen  Flugbahn  durch  ihn  hindurch.  Das  Zusammenspiel  aus  Frequenz,  Amplitude, 
Wechselspannung und Gleichspannung ermöglichen nur Ionen mit einem bestimmten m/z‐Verhältnis 
auf  einer  stabilen  Flugbahn  durch  den  Quadrupol  zu  fliegen.  Andere  Ionen  fliegen  gegen  die 
Elektroden und werden eliminiert [105].  
2.4.3.4 Kollisionszelle  
Bei  der  Tandemmassenspektrometrie  wird  zwischen  den  beiden  Massenanalysatoren  eine 
sogenannte Kollisionszelle angebracht, welche es ermöglicht, die Analyten zu fragmentieren und so 
z.B. ein spezifisches Massenspektrum zu generieren. Dabei treffen die Moleküle in der Kollisionszelle 
auf  ein  Inertgas  (Argon  oder  Stickstoff)  und  werden  energetisch  so  stark  angeregt,  dass  sie 
auseinander brechen und Fragmente bilden.  
2.4.3.5 Ionenfalle  
Die  Ionenfalle  (engl.  ion  trap)  im  ABSCiex  QTrap  2000  ist  eine  lineare  Ionenfalle.  Hierbei  ist  ein 
Quadrupol  so modifiziert, dass am Ein‐ und Ausgang  jeweils noch  zwei Ringelektroden angebracht 
sind, die es ermöglichen ein geschlossenes Quadrupolfeld  zu erzeugen und  somit die  Ionen  in der 
Ionenfalle  „einzusperren“  (trappen).  Es  gibt  zwei  denkbare  Anwendungen  für  die  Ionefalle:  Zum 
einen kann die Konzentration an Ionen erhöht werden und somit gebündelt zum Detektor geschickt 





z.B.  Quadrupol  und  lineare  Ionenfalle,  miteinander  gekoppelt.  Durch  die  Kombination  von 
unterschiedlichen  Betriebsweisen  der  Massenanalysatoren  können  hier  spezifische  Methoden  je 
nach  Fragestellung  entwickelt werden. Die  beiden Grundbetriebsweisen  der Quadrupole  sind  der 










im Q3, der  im  Scan‐Modus betrieben wird,  ausgelesen. Dieser Modus  findet Anwendung, um  aus 
bekannten Substanzen das Massenspektrum zu erzeugen.  
Multi Reaction Monitoring  
Im Multi Reaction Monitoring  (MRM) wird  der Q1  im  SIM  betrieben  und  auf  ein m/z  –Verhältnis 
eingestellt. Die spezifischen Molekülionen gelangen dann in die Kollisionszelle, werden fragmentiert 
und  gelangen  in  den  Q3,  welcher  ebenfalls  in  SIM  betrieben  wird  und  somit  nur  spezifische 
Fragmente durchlässt. Der MRM‐Modus  ist der  Standardmodus  für die Routineanalyse, da er  sich 
durch seine Spezifität gut zur Quantifizierung eignet.  
Precursor Ion Scan 
Im  Precursor  Ion  Scan  (PIS)  möchte  man  das  „Mutterion“  (precursor  ion)  eines  bestimmten 









Die  Ionen‐Chromatographie  (IC)  zählt  neben  der  Hochleistungs‐Flüssigkeitschromatographie  (engl. 
high  performance  liquid  chromatography = HPLC)  zu  den  chromatographischen  Methoden  zur 
Bestimmung  von  gelösten  Analyten  in  wässrigen  Medien.  Bei  der  Ionen‐Chromatographie 








Ionenaustausch‐Chromatographie  ist  die  am  weitesten  verbreitete  IC‐Methode.  Hierbei  werden 
typische Anionen wie Chlorid, Nitrit, Bromid, Nitrat, Sulfat oder Kationen wie Natrium, Kalium und 
Ammonium  voneinander  getrennt  und  analysiert.  Da  für  die  vorliegende  Arbeit  ausschließlich 
Ionenaussschluss‐Chromatographie  betrieben  wurde,  wird  nur  dieser  Trennmechanismus  näher 
betrachtet.  Desweiteren  wird  auf  die  beiden  Besonderheiten  der  Ionen‐Chromatographie,  die 




Die  Ionenausschluss‐Chromatographie  (engl.  size  exlusion  chromatography)  ist  die  klassische 
Vorgehensweise für die Auftrennung von organischen Säuren mit einem kleinen pKs‐Wert. Das aktive 
Säulenmaterial besteht aus Sulfonsäuregruppen, welche durch Wassermoleküle teilweise hydratisiert 
sind.  Der  pH‐Wert  des  Eluenten  muss  daher  im  sauren  Bereich  liegen  (meist  pH  2).  Durch  die 
Hydratisierung  der  Sulfonsäuregruppe  entsteht,  durch  die  im Wasser  vorhandenen OH‐  ‐Teilchen, 




und  am Austauscherharz  adsorbieren. Der  Trennmechanismus wird  also durch Donnan‐Ausschluss 








Abbildung  2.4‐9  IC  Größen  Ausschluss  Chromatographie:  Schematische  Darstellung  der  Ionen‐Ausschluss‐
Chromatographie (in Anlehnung an [108]) 
2.4.4.2 Leitfähigkeitsdetektor  
Die Detektion der Leitfähigkeit von  Ionen  in wässriger Lösung  ist hervorragend geeignet und gilt als 






Die  Empfindlichkeit  und  Robustheit  des  Detektors  kann  durch  den  Einsatz  eines  chemischen 
Suppressors  erheblich  gesteigert  werden.  Dieser  senkt  Grundleitfähigkeit  des  Eluenten  und 
ermöglicht,  dass  die  Analyten  in  sehr  geringen  Konzentrationsbereichen  detektieren werden.  Bei 
dem  eingesetzten  Suppressor  der  Firma  Metrohm  handelt  es  sich  um  einen  kontinuierlich 
betreibbaren  3‐Kammern‐Suppressor.  Die  Kammern  enthalten  ein  Ionenaustauscher‐Harz,  in  dem 
bei  der  Suppression  die  freien  Wasserstoffprotonen  (hohe  Leitfähigkeit)  durch  Lithium‐Kationen 
(geringe Leitfähigkeit) ausgetauscht werden. Um einen kontinuierlichen Betrieb zu ermöglichen wird 
eine  der  Kammern  zur  Analyse  verwendet,  während  die  anderen  beiden  Kammern  entweder 










Im  Bereich  der  Online‐  und  Inline‐Prozessanalytik  gibt  es  diverse  analytische  Verfahren.  Ein 
grundsätzliches Unterscheidungsmerkmal  ist die  Frage, ob das Verfahren eine Probenaufarbeitung 
benötigt  oder  nicht.  Bei  chromatographischen  Methoden  ist  es  in  der  Regel  so,  dass  Proben 
partikelfrei vorliegen müssen. Ist dies prozessbedingt nicht der Fall, muss die Probe vor der Analyse 
aufgearbeitet werden. Hier haben sich vor allem Mikro‐ und Ultrafiltrationsverfahren etabliert. Diese 
neigen  bei  hohen  Feststoffanteilen  jedoch  zu  einer  schnellen  Verblockung  der  Membranen. 
Onlinedialyseverfahren könnten hier eine Lösung sein, da durch den fehlenden Sog an der Membran 
eine Verblockung nicht  stattfinden  sollte. Die Dialyse  trennt  sowohl Partikel von den Analyten, als 
auch Kolloide, Ölbestandteile, große Moleküle (10.000 Da) und Bakterien. Das grundsätzliche Prinzip 
der  Onlinedialyse  basiert  auf  dem  Osmose‐Verfahren.  Hierbei  werden  zwei  Lösungen  mit 
unterschiedlichen  Konzentrationen  durch  eine  semipermeable  Membran  voneinander  getrennt 
[112, 113]. Durch diese semipermeable Membran können die Analyten auf Grund des osmotischen 
Druckes  diffundieren.  Für  die  vorliegende  Arbeit  wurde  die  Onlinedialysesonde  der  Firma  Trace 
Analytics  verwendet.  Dabei  werden  Reinstwasser  oder  Puffer  durch  die  Sonde  geleitet.  An  der 
Grenzschicht  der  Dialysemembran  in  der  Sonde  findet  die  Analytendiffusion  statt,  bei  der  die 
Moleküle  vom  Reaktorinneren  (Donatorlösung)  zum  Sondeninneren  (Akzeptorlösung)  wandern. 
Störende Matrixpartikel werden  von  der Membran  zurückgehalten  und  unterliegen  generell  nicht 













überlassendes  System  strebt  folglich  immer  eine  Vergrößerung  der  Entropie  an.  Die  Analyten  in 
Lösung A  haben  durch  das Diffundieren  in  Lösung B mehr mögliche  Bewegungsfreiheitsgrade  und 
führen somit das System einem energetisch günstigeren Zustand zu. Für das gesamte System gilt:  
dܩ௚௘௦௔௠௧ ൌ dܩ୐öୱ୳୬୥ ୅ ൅ dܩ୐öୱ୳୬୥ ୆ Formel 2.4‐5
Der  Zusammenhang  von  Konzentrationsänderung  (n  [mol])  und  freier  Enthalpie  kann  wie  folgt 
beschrieben werden:  
dGLösung A ൌ μLösung Adn୅୬ୟ୪୷୲		und	dGLösung B ൌ μLösung Bdn୅୬ୟ୪୷୲  Formel 2.4‐6 
 
wobei µ das chemische Potential [J] ist.  





μ୐öୱ୳୬୥	୆dn୅୬ୟ୪୷୲ ൌ െμ୐öୱ୳୬୥ ୅dn୅୬ୟ୪୷୲  Formel 2.4‐7 
 
und somit  
dGgesamt ൌ ൫μ୐öୱ୳୬୥	୅ െ μ୐öୱ୳୬୥ ୆൯dn୅୬ୟ୪୷୲  Formel 2.4‐8
 
Solange das chemische Gleichgewicht (dG >0) noch nicht erreicht ist gilt:  
μ୐öୱ୳୬୥	୅ ൐ μ୐öୱ୳୬୥ ୆  Formel 2.4‐9 
 
Das System  ist bestrebt diesen Zustand so zu ändern, dass die beiden chemischen Potentiale gleich 












Dabei  gilt ein Peakpaar  als  vollständig  getrennt, wenn die Auflösung R  gemäß  Formel 2.5‐1 einen 
Wert von größer/gleich 1,5 besitzt [115].  
 










Die  Nachweisgrenze  (engl.  limit  of  detection;  LOD)  ist  der  kleinste  Messwert,  der  mit  der 
verwendeten  Methode  noch  nachgewiesen  werden  kann  (qualitativ).  Die  Bestimmungsgrenze 
(engl. limit of quantification, LOQ) hingegen ist der kleinste Messwert, der noch quantitativ bestimmt 
werden  kann.  Für  die Nachweis‐  und  Bestimmungsgrenze  gibt  es  diverse  Verfahren,  um  diese  zu 
bestimmen. Neben der Kalibriergeradenmethode und der Leermethode (jeweils DIN 32645) findet in 
der Validierung  vor  allem die Berechnung des  Signal‐Rausch‐Verhältnis  (engl.  signal‐to‐noise,  S/N) 
Anwendung. Dabei gilt folgender mathematischer Zusammenhang:  
 
  NG ൌ ܵ஻̅௟ ൅ 3 ൉ ఙܰ  Formel 2.5‐2






der  Zusammnhang  aus  counts per  seconds  (cps) des Massenspektrometers und der Konzentration 
des Analyten [99, 100]. Dieser Zusammenhang gilt nur für einen bestimmten Konzentrationsbereich, 
welcher linearer Arbeitsbereich (engl. linear working range) genannt wird. Um diesen zu überprüfen, 
sollten mehrere  Konzentrationen  getestet werden. Gemäß  ICH‐Richtlinien  für  die  Validierung  von 
analytischen  Verfahren  sollten  mindestens  fünf  Standardlösungen  vermessen  werden  [100].  Das 
Bestimmtheitsmaß  (R2)  der Regression  gibt  die Genauigkeit  des  linearen  Zusammenhangs wieder. 




Die  Richtigkeit  einer  analytischen  Methode  beschreibt  die  Nähe  des  Messergebnisses  zum 























µ= Sollwert   xത=Mittelwert  σ=Standardabweichung	  n= Anzahl der Messwerte
Dabei  gilt,  dass  der  Sollwert  mit  der  vorgegebenen  Wahrscheinlichkeit  innerhalb  des 




Systempräzision,  welche  durch  die  Schwankung  des  Messgerätes  verursacht  wird  und  der 
Methodenpräzision, durch die eine Ungenauigkeit des gesamten Prozesses (Messgerät, Pipette, etc.) 
verursacht wird. Die Systempräzision  sollte bei unter 2 %  liegen. Bezüglich der Methodenpräzision 





die  Messergebnisse  verfälschen  [116,  117].  Eine  robuste  Methode  liefert  daher  auch  bei 















Für  die  einzelnen  Reaktionen  sind  k1,  k‐1  und  k2  die  jeweiligen  Geschwindigkeitskonstanten.  Die 
Bildung des ES‐Komplexes (Geschwindigkeitskonstante k1)  läuft hierbei sehr schnell ab, wohingegen 
die Produktbildung  (k2) sehr  langsam abläuft. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Gesamtreaktion  ist 
somit  vom  geschwindigkeitsbestimmenden  Schritt  (k2)  abhängig.  Als  Kenngröße  für  enzymatische 
Reaktionen wird  häufig  die Michaeliskonstante  (Km)  bestimmt.  Sie  gibt  die  Substratkonzentration 










































Des  Weiteren  wurde  analog  zur  Km‐Wert  Berechnung  von  Michaelis‐Menden  eine  Konstante 
(KRelativ bzw. KR)  zur  Beschreibung  der  Umsatzgeschwindigkeit  definiert,  welche  die  theoretische 
Reaktionszeit  (TR)  ermittelt,  in  der  die  Hälfte  des  Produktes,  bezogen  auf  den  jeweiligen  Blank, 
hergestellt  wurde.  Hierbei  wurde  bei  den  gehemmten  Proben  die  Kurve  zum  Endpunkt  (Blank) 
interpoliert.  Abbildung  2.6‐2  verdeutlicht,  warum  diese  Herangehensweise  für  die  vorliegenden 
Untersuchungen sinnvoll ist. Betrachtet man den Kurvenverlauf des Blanks (rot) und einer normalen 
gehemmten  Probe  (gelb),  zeigt  sich,  dass  sowohl  die  standardmäßig  ermittelte  Konstante  K‘R2  als 
auch die Konstante mit dem interpolierten Endwert (KR2) jeweils größer sind als der Blankwert (KR1). 

























Im  nachfolgenden  Kapitel  werden  zunächst  die  biologischen  Testsysteme  beschrieben  sowie  die 









aufgeführt  ist.  Die  Standflasche  wurde  in  einem  Wasserbad  bei  35°C  temperiert  und  dauerhaft 
gerührt.  Die  komplette  Apparatur  wurde  in  einem  dunklen  Abzug  gelagert.  Die  Apparatur 
(Abbildung 3.1‐1)  besteht  aus  einer  500 mL‐Standflasche  (A), welche  als Vorlagegefäß  dient. Über 
eine  Schliffverbindung  ist  diese  mit  einem  400 mL‐Eudiometerrohr  (B)  verbunden.  Das 
Eudiometerrohr  ist von unten nach oben graduiert  (2 mL  Skalierungswert). Des Weiteren befindet 
sich  ein  Verbindungsrohr  im  Eudiometer,  durch  welches  das  sich  entwickelnde  Biogas  von  der 
Standflasche ins Messrohr überführt wird. Im Eudiometerrohr befindet sich eine Sperrflüssigkeit, die 
durch  das  aufsteigende  Gas  in  die  Vorlageflasche  G  verdrängt wird.  Das  verdrängte  Gasvolumen 
verhält sich direkt proportional zum entstandenen Gasvolumen. Die Vorlageflasche G  ist mit einem 
Gummischlauch  mit  dem  Eudiometerrohr  verbunden  und  wird  so  positioniert,  dass  das 
Eudiometerrohr  vollständig  gefüllt  ist  und  in  der  Vorratsflasche  noch  ca.  ein  Viertel  der 
Sperrflüssigkeit  vorhanden  ist.  Zum  korrekten  Einstellen  des Nullpunktes D wird  der  Kugelhahn H 
verwendet. 










die  Standflasche A  überführt.  Anschließend  werden  150 mL  des  anaeroben  Impfschlamms 
abgemessen  und  ebenfalls  in  die  Standflasche A  überführt.  Für  die  Versuche mit  anthropogenen 
Substanzen  wird  das  entsprechende  Volumen  ebenfalls  in  die  Standflasche A  pipettiert.  Um 
anaerobe Bedingungen  zu  schaffen wird die  Standflasche  für einige  Zeit mit  Stickstoff begast und 
dann mit einem Uhrglas verschlossen. Die Standflasche wird anschließend mit dem Eudiometerrohr 
gekoppelt  und  die  Sperrflüssigkeit  über  den  Kugelhahn  eingestellt.  Abschließend  werden  das 
Wasserbad und die Rührplatte unter die Standflasche angebracht und gestartet. Die Messwerte des 
entstandenen  Gases  werden  messtäglich  abgelesen  und  notiert.  Jeder  Versuch  wird  doppelt 





Darmstadt/Deutschland)  zu  4 L  entionisiertem Wasser  gegeben.  In dieser Mischung wurden unter 
leichtem  Erwärmen  und  Rühren  800 g  Natriumsulfat‐Decahydrat  (>99 %,  Carl  Roth, 
Karlsruhe/Deutschland)  gelöst.  Anschließend  wurde  die  Sperrflüssigkeit  mit  einigen  Tropfen 
Matthias Balsam        
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und  dessen  Metabolit  AMPA  getestet  als  auch  die  fünf  unterschiedlichen  QACs.  Hierbei  wurde 
unterschieden in Screening‐ und Langzeitversuch. Die Screeningversuche wurden verwendet, um die 
richtigen Konzentrationsbereiche für die Langzeitversuche zu ermitteln. Diese waren deutlich kürzer 
als  30  Tage.  Die  Stoffe  wurden  sowohl  einzeln  als  auch  in  Kombination  getestet  um  mögliche 
Synergieeffekte zu ermitteln. Tabelle 3.1‐1 gibt einen Überblick über alle durchgeführten Versuche.  
3.1.4 Impfschlamm  




Regel  keine  Gasproduktion mehr  beobachtet,  was  auf  einen  Verbrauch  von  noch  vorhandenem 
Substrat schließen lässt. Vor Verwendung wurde der pH‐Wert überprüft.  
   






Für  die  Bestimmung  der  biologischen  Abbaubarkeit  der  QACs  im  aeroben  Milieu  wurde  ein 
diskontinuierlicher  Doppelbatchreaktor  mit  einem  Fassungsvermögen  von  30 L  verwendet.  Die 
Biomasse  wurde  hierbei  im  ersten  Versuch  auf  einem  Mikrobiofilmträgerwürfeln  (Levapro®) 
immobilisiert,  im  zweiten  Versuch  ohne  Mikrofilmträgerwürfel.  Der  Reaktorinhalt  wurde  in  den 
Kreislauf  gepumpt.  Der  pH  Wert  lag  bei  6,5‐7,5  und  wurde  mit  0,1 M  NaOH  (Merck, 
Darmstadt/Deutschland)  bzw.  0,1 M H2SO4  (98 %, Merck,  Darmstadt/Deutschland)  eingestellt  und 
geregelt.  Als  Anfangskonzentration  wurde  0,05 mmol∙L‐1  gewählt.  Die  Versuchsdauer  betrug  2‐
4 Tage.  Die  verwendete  Biomasse  und  das  Abwasser  wurden  von  der  örtlichen 
Sickerwasserkläranlage  genommen  und  vor  Versuchsstart  über  mehrere  Tage  im  Reaktor 







Versuch 1  Glyphosat   0,0015 /0,014/ 0,15  30  Gly_1 
Versuch 2  Glyphosat   1,5 / 15 / 50  30   Gly_2 
Versuch 3  Glyphosat  20 / 30 / 40  30  Gly_3 
Versuch 4  AMPA  20 / 40 / 60  30  AMPA_1 
Versuch 5*  ATMA‐C12  5 / 20 / 40  10  ATMA‐C12_1 
Versuch 6  BDMA‐C16  0,1 / 0,25 / 0,5  10  BDMA‐C16_1 
Versuch 7  BDMA‐C12  1 / 5 / 10   10  BDMA‐C12_1 
Versuch 8  ATMA‐C16  1 / 5 / 10  8  ATMA‐C16_1 
Versuch 9  ATMA‐C12  1 / 5 / 10  30  ATMA‐C12_2 
Versuch 10  ATMA‐C16  1 / 5 / 10  30  ATMA‐C16_2 
Versuch 11  BDMA‐C12  1 / 5 / 10  30  BDMA‐C12_2 
Versuch 12**  BDMA‐C16  1 / 5 / 10  22  BDMA‐C16_2 
Versuch 13  BDMA‐C16  1 / 5 / 10  30  BDMA‐C16_3 
Versuch 14  BDMA‐C12‐16 MIX  1 / 5 / 10  10  MIX1_1 
Versuch 15  BDMA‐C12‐16 MIX  0,1 / 0,5 / 1  30  MIX1_2 
Versuch 16  ATMA‐C12‐16 MIX  0,1 / 0,5 / 1  30  MIX2_1 
Versuch 17  DDMA‐C10  0,1 / 0,5 / 1  30  DDMA‐C10_1 
Versuch 18  DDMA‐C10  1 / 5 / 10   30  DDMA‐C10_2 
Versuch 19  BDMA‐C12‐16‐DDMA‐C10  1 / 5 / 10   10  MIX3_1 
Versuch 20   BDMA‐C12‐16‐DDMA‐C10  0,01 / 0,05 / 0,1  30  MIX3_2 
*µmol∙L‐1  
**Versuch 12 wurde abgebrochen wegen Undichtigkeiten  











Die Adsorption  von ATMA‐C12, ATMA‐C16,  BDMA‐C12  und  BDMA‐C16 wurde  an  Schlammflocken 
und  an  Mikrobewuchskörpern  getestet  um  zu  bestimmen,  wie  stark  die  Eliminationsrate  durch 




und  bei  300 rpm  gerührt.  Zu  dem  Belebtschlamm  wurden  5 mL  der  hergestellten  QACs  Lösung 
pipettiert und für 5 Minuten gerührt. Nach 5 Minuten wurden 5 mL der Lösung entnommen und für 
die  MS‐Aufarbeitung  verwendet.  Die  Zugabe  und  spätere  Entnahme  des  gleichen  Volumens 
verhindert, dass während der Aufarbeitung ein Volumenfehler auftritt. Dies wird  insgesamt 12‐mal 
wiederholt, was zu einer stetigen Erhöhung der QACs Konzentration in der Lösung führte.  
Die  zweite  Versuchsreihe  hierzu  wird  mit  400 mL  Wasser  und  den  Mikrobewuchskörpern 
durchgeführt.  Der  Abdampfrückstand  des  Belebschlammes  lag  bei  ca. 1 %.  Dementsprechend 
wurden 40 g der Mikrobewuchskörper verwendet, was dem gleichen Feststoffgehalt entspricht wie 











Verfahren  in  Frage. Dabei  gibt  es  sowohl  kostengünstige Methoden wie  die  Titration, welche  die 
Summe  aller  vorhandenen  FOS  in  einer  Probe  ermittelt  (Summenparameter)  als  auch 
chromatographische  Methoden  wie  IC,  HPLC  und  GC  [110,  111],  die  es  ermöglichen, 
substanzspezifische  Informationen zu erhalten.  In der vorliegenden Arbeit wurde ausschließlich die 







Für die Analyse der  flüssigen Probe wurde das  Ionenchromatographie  System Metrohm 792 Basic 
(Metrohm, Herisau  Schweiz)  verwendet, welche mit einer Metrosep organic  acid 250/7.8  IC‐Säule 
ausgestattet  war.  Die  Detektion  erfolgte  mittels  Leitfähigkeitsdetektion  mit  vorgeschalteter 
chemischer  Suppression.  Als  Laufmittel  wird  ein  wässriger  5 mM  H2SO4  Eluent 
(Merck, Damrstadt/Deutschland)  mit  einer  Fließgeschwindigkeit  von  1 mL∙min‐1  verwendet.  Das 
Injektionsvolumen  beträgt  20 µL.  Alternativ  kann  anstelle  der  Ionenchromatographie  auch  eine 
HPLC‐Methode  benutzt  werden.  Diese  wird  mit  den  gleichen  Parametern  wie  die 
Ionenchromatographie  durchgeführt.  Abweichend  hierzu  ist  nur  die  chromatographische  Säule 
(Phenomenex  ROA‐organic  acids  /ebenfalls  Ionen‐Ausschluss‐Prinzip)  und  die  Detektion  mittels 
UV‐Absorption.  Für  alle  Analysen  sollte  frisch  hergestellte  Kalibrierstandards  für  den 
Konzentrationsbereich  0,01 mg∙L‐1  bis  20,0 mg∙L‐1  vermessen  werden  und  Auswertung  verwendet 
werden. Die  Ermittlung  der  Konzentration  erfolgt  innerhalb  des  linearen  Arbeitsbereiches mittels 
linearer Korrelation. Zur Übersicht sind die Geräteparameter in Tabelle 3.1‐2 aufgeführt.  
Tabelle  3.1‐2  IC‐Parameter:  Instrumenten  Einstellung  und  Gerätetypen  für  die  Analyse  der  FOS  mittels 
Ionenchromatographie  
Parameter   Größe   Gerät  Name /Typ  
Injektionsvolumen   20 µL   IC  Metrohm 792 Basic 





Mixstandards  für  die  FOS  Kalibrierung  wurden  aus  einzelnen  Stocksolution  hergestellt  und  in 
Reinstwasser  angesetzt.  Das  Reinstwasser  wurde  mit  der  Nanopure  Diamond  (Leverkusen, 
Deutschland)  frisch  hergestellt  und  hatte  eine  Widerstand  von  unter  18,2 Mё∙cm‐1.  Folgende 
flüchtigen  organischen  Säuren  wurden  verwendet:  Essigsäure  (>99 %,  Merck, 
Darmstadt/Deutschland),  Propionsäure  (>99 %  Merck,  Darmstadt/Deutschland),  Isobuttersäure 
(>98 %  Merck,  Darmstadt/Deutschland),  Buttersäure  (>99 %  Merck,  Darmstadt/Deutschland), 








Von  der  homogenen  Probe  werden  10 mL  entnommen  und  für  15 Minuten  bei  60.000 rpm 
zentrifugiert. Von dem Überstand wird 1 mL mittels Eppendorfpipette entnommen und 1 zu 9 mit 
Reinstwasser  in  einem Messkolben  verdünnt. Die  verdünnte  Probe wird  anschließend  über  einen 








wurden  die  Analyten  in  Reinstwasser  angesetzt  (0,1 mL∙L‐1),  um  eine  Beeinflussung  der  einzelnen 
Analyten untereinander auszuschließen. Des Weiteren wurde eine  frische anaerobe Schlammprobe 
als  Realmatrix  verwendet,  ebenfalls  mit  den  Analyten  (0,1 mL∙L‐1)  versetzt.  Zusätzlich  wurden 
mögliche Störkomponenten wie Laktat, Methanol und Ameisensäure zugesetzt (engl. gespiked), um 
Aktivitätsveränderungen  und  Matrixeffekte  zu  erfassen.  Als  Parameter  wurde  neben  der 




ein  Blank  (mit  Matrix)  vermessen.  Aus  dem  Chromatogramm  wurden  zu  den  entsprechenden 




Für die Bestimmung der  Linearität wurden  sechs  Standardlösungen  im  Konzentrationsbereich  von 
0,01 bis 5 mL∙L‐1  hergestellt  und  vermessen.  Die  entsprechenden  g∙L‐1  und  mMol∙L‐1  sind  für  die 
einzelnen  Säuren  bei  den  Ergebnissen  in  Tabelle  4.1‐3  aufgeführt.  Jeder  Standard wurde  als Mix‐
Standard  hergestellt,  in  dem  jede  einzelne  Säure  vorhanden  war.  Die  Lösungen  wurden  im 






Zur  Bestimmung  der  Richtigkeit  wurden  sechs  Lösungen  mit  den  verschiedenen  flüchtigen 
organischen Säuren unabhängig voneinander hergestellt und vermessen. Für die einzelnen Analyten 
betrug die Konzentration 0,66 mL∙L‐1. Anschließend wurde die prozentuale Abweichung zum Sollwert 




Konzentrationsbereich  von  0,66 mL∙L‐1  hergestellt  und  sechs Mal  hintereinander  injiziert. Aus  den 
einzelnen  Injektionen wurde  die  relative  Standardabweichung  der  Peakflächen  bestimmt.  Für  die 




















selbstgebauten  3‐Wegeadapter  zu  einer  HPLC‐Pumpe  (Knauer,  Berlin/Deutschland)  gepumpt. 
Anschließend wurde  der  Dialysestrom  zur  Ionenchromatographie  (Metrohm  792  Basic, Metrohm 
Herisau,  Schweiz)  gefördert  und  das  Fettsäureprofil  ermittelt.  Die  Online  Kalibrierung  wurde  im 
Konzentrationsbereichen  von  0,2 bis 3 mL∙L‐1  durchgeführt.  Für  die  Online  Messreihe  wurde  ein 
selbstgebauter  8 L  Batchreaktorsystem  verwendet, welcher  in  Abbildung  3.4‐1  dargestellt  ist.  Als 












resultierenden  Methodenparameter  sind  ausführlich  in  Kapitel 4.2  beschrieben.  Die  folgenden 
Abschnitte  sollen  daher  nur  eine Übersicht  über  die  eingesetzten Geräte  und  Chemikalien,  sowie 
über die Probenaufarbeitung geben.  
3.5.1 HPLC‐MS/MS Methode  
Für  eine  simultane  Analyse  von  den  Monoalkylaminen  (ATMA‐C12/ATMA‐C16),  den 
Benzylalkylaminen  (BDMA‐C12  und  BDMA‐C16)  sowie  dem  Dialkylamin  (DDMA‐C10)  wurde  eine 
HPLC‐MS/MS Methode entwickelt. Das verwendete HPLC‐MS/MS System bestand aus einem Agilent 
HPLC‐1100 gekoppelt an einem ABSciex 2000QTrap Massenspektrometer. Der verwendete Stickstoff 
wurde  über  einen  Stickstoffgenerator  (CMC,  Eschborn/Deutschland)  hergestellt.  Für  die 
chromatographische  Trennung wurde  eine  Prontosil  –C18  Säule  (Bischoff,  Leonberg/Deutschland) 
verwendet.  Als  Eluenten wurde Wasser mit  0,1 %  Ameisensäure  (Merck, Darmstadt/Deutschland) 
(Eluent A)  und  Methanol  (Merck,  Darmstadt/Deutschland)  mit  0,1 %  Ameisensäure  (Eluent  B) 





















Säulendimension   120 x 4 mm  10  30 
Partikelgröße  3 µm  18  30 
Flussrate   0,5 mL∙min‐1  20  10 
Temperatur  60°C  22  10 
Injektionsvolumen  5 µL  28  40 
Eluent A   Wasser mit 0,1 % Ameisensäure  30  40 

















































Abbildung  3.5‐1  LC‐MS/MS  Chromatogramm:  HPLC‐MS/MS  Chromatogramm  von  Dodecyltrimethylammonium  (ATMA‐
C12),  Benzyldodecyldimethylamonium  (BDMA‐C12),  interner  Standard  D7‐Benzyldodecyldimethyl‐amonium  (BDMA‐C12‐
D7),  Benzylhexadecyldimethylamonium  (BDMA‐C16),  Hexadecyltrimethylammonium  (ATMA‐C16), 
Didecyldimethylammonium (DDMA‐C10) 
3.5.1.1 Chemikalien und Standards  
Standards  wurden  mit  Reinstwasser  hergestellt.  Jede  Probe  wurde  im  Ultraschallbad  ohne 
Temperatureinwirkung,  bis  zum  vollständigen  Lösen  behandelt.  Als  QACs  wurden  folgenden 
Substanzen  verwendet:  Dodecyltrimethylammonium  Chlorid  (Alfa  Aesar,  Haverhill,  USA), 
Hexadecyltrimethylammonium  Chlorid  (Acros  Organics  Thermofischer,  Geel  Belgien), 
Benzyldodecyldimethylammonium  Chlorid  (Merck,  Darmstadt/Deutschland) 
Benzylhexadecyldimethylmmonium  Chlorid  (Sigma  Aldrich,  St.  Louis/USA), 
80 % a.q. Didecyldimethylammonium Bromid (Alfa Aesar, Haverhill, USA). Die Standards wurden bei 














Der  übersichtshalber  wird  die  Aufarbeitung  von  Proben  mit  einem  höheren  Feststoffanteil  in 
Abbildung 3.1‐2 schematisch dargestellt. Die Modifier‐Lösung bestand aus 60 % AgNO3‐Lösung und 
40 % Methanol.  Die  Aufarbeitung  ist  in  Anlehnung  an  der  bereits  in  der  Literatur  beschriebene 
Aufarbeitung von Martinez‐Carballo [58, 61]. 
 











unterschiedliche  Konzentrationen  enthielt,  um  die  Beeinflussung  der  einzelnen  Analyten 
untereinander  auszuschließen. Diese  Lösung wurde  im MRM‐Modus  vermessen und  jede einzelne 
Ionenspur‐Chromatogramm  (engl.  extracted  ion  chromatogram)  ausgewertet.  Abweichend  zur 
Validierung der IC, muss die Auflösung zweier Peakpaare im MRM‐Modus nicht zwingend größer 1,5 





Die  Bestimmung  des  LOD  und  LOQ  wurde  für  die  LC‐MS/MS Methode  ebenfalls mittels  Signal‐
Rausch‐Verhältnisses  ermittelt.  Hierfür  wurde  ein  Blank  vermessen  und  aus  den  einzelnen 
Ionenspuren  bei  den  jeweiligen  Retentionszeiten, 1 Minute,  der  Mittelwert  und  die 




wurden  Standardlösungen  im  Konzentrationsbereich  von  0,01 µMol∙L‐1  bis  10 mMol∙L‐1  hergestellt 
und  vermessen.  Jeder  Standard wurde als Einzelstandard ohne Matrix  in Reinstwasser hergestellt. 
Hierfür  wurden  die  Lösungen  im  Messkolben  angesetzt  und  die  Reinsubstanzen  mittels  einer 
Eppendorf‐Pipette überführt und anschließend die  Lösung homogenisiert. Wie unter 4.2.4 gezeigt, 
hat  die Matrix  bei  der  Verwendung  der MRM‐Methode  keinen  Einfluss  auf  das Messsignal.  Eine 




nur  die  flüssigen  Proben  für  eine  quantitative  Analyse  des  Abbaus  der QACs  verwendet wurden. 




0,05 mMol∙L‐1  unabhängig  voneinander  hergestellt.  Von  der  Referenzlösung  wurden  0,5 mL  der 
Lösung und 15 µL des internen Standards in ein Vial überführt und homogenisiert. Die Probe wurde 
sechsmal  vermessen  und  der Mittelwert  der  gemessenen  Flächen  als  100 %  gewertet.  Von  den 
Probelösungen  wurden  0,5 mL  mit  15 µL  des  internen  Standards  versetzt  und  über  einen 













Die  nachfolgenden  Kapitel  sind  unterteilt  in  die  Ergebnisse  der  analytischen  Entwicklungen  und 
Validierungen. Dabei wird als erstes  (Kapitel 4.1) die Validierung der Methode zur Bestimmung von 
flüchtigen organischen Säuren mittels Ionenchromatographie beschrieben. Im Anschluss (Kapitel 4.2) 
ist  die  Methodenentwicklung  und  Validierung  der  HPLC‐MS/MS  zur  Bestimmung  von  QACs 
beschrieben und die entwickelte Onlinedialyse (Kapitel 4.3). Abgeschlossen wird das Kapitel mit den 









wurden  die  Analyten  in  Reinstwasser  angesetzt  (0,1 mL∙L‐1)  um  eine  Beeinflussung  der  einzelnen 
Analyten untereinander auszuschließen. Des Weiteren wurde eine  frische anaerobe Schlammprobe 
als  Realmatrix  verwendet,  ebenfalls  mit  den  Analyten  (0,1 mL∙L‐1)  versetzt.  Zusätzlich  wurden 
mögliche  Störkomponenten  wie  Laktat,  Methanol  und  Ameisensäure  zugesetzt,  um  mögliche 
Aktivitätsveränderungen  und  Matrixeffekte  zu  erfassen.  Als  Parameter  wurde  neben  der 





(Abbildung  4.1‐1,  Chromatogramm  B)  zeigt,  dass  die Matrix  und  die  Störkomponenten  ebenfalls 
keinen Einfluss auf die Hauptkomponenten haben. Die Methode ist somit auch in Realmatrixproben 

















































Abbildung  4.1‐1  IC  Selektivität:  Chromatogramm  A/B  mit  Essigsäure  (1)  Propionsäure  (2)  Isobuttersäure  (3) 
Buttersäure (4)  Isovaleriansäure  (5)  Valeriansäure  (6)  Capronsäure  (7).  Chromatogramm  A  FOS  in  Reinstwasser, 
Chromatogramm B FOS in Realmatrix gespiked mit Methanol (Me), Milchsäure (Mi) und Ameisensäure (AS)  
 
Tabelle 4.1‐1 Selektivität: Retentionszeiten  (RT) und Auflösung  (RS)  für die  flüchtigen organischen Säuren ermittelt aus 
Chromatogramm A.  
Peak #   Substanz   Retentionszeit T [min]  Auflösung RS 
Me  Methanol      8,73         ‐ 
Mi  Milchsäure    11,07      5,81 
AS  Ameisensäure    12,07      2,48 
1  Essigsäure     13,84      4,18 
2  Propionsäure     16,15      4,36 
3  Isobuttersäure    17,90      2,36 
4  Buttersäure    19,74      1,74 
5  Isovaleriansäure    22,51      1,87 
6  Valeriansäure    28,67      4,15 





Nach  der  Validierung  der  Methode  eluierten  nicht  reproduzierbar  ein  Störpeak  (SP1)  zwischen 







Störpeak  nur  in  vereinzelten  Proben  aufgetreten  ist  und  in  diesen  Proben  keine  Isobuttersäure 
detektiert  wurde,  ist  dieser  Störpeak  für  die  weiteren  Untersuchungen  nicht  weiter  relevant. 
Außerdem  ist  zu  erkennen,  dass  zur  Totzeit  ebenfalls Matrixkomponenten  (MP1/2) mit  eluieren. 
Diese  sind  ebenfalls  deutlich  von  den  flüchtigen  organischen  Säuren  separiert  und  stören  die 
Messungen nicht. 
Tabelle  4.1‐2  Selektivität  in  Matrix:  Retentionszeiten  (RT)  und  Auflösung  (RS)  für  die  flüchtigen  organischen  Säuren 
ermittelt in Realmatrix aus Abbildung 5‐2 Chromatogramm B.  
Peak #   Substanz   Retentionszeit T [min]  Auflösung RS 
Me  Methanol      8,73  ‐ 
Mi  Milchsäure    11,07    5,81 
AS  Ameisensäure    12,07    2,48 
1  Essigsäure     13,84    4,18 
2  Propionsäure     16,15    4,36 
SP1  Störpeak    17,12    1,20 
3  Isobuttersäure    17,90    0,97 
4  Buttersäure    19,74    1,74 
5  Isovaleriansäure    22,51    1,87 
6  Valeriansäure    28,67    4,15 
7  Capronsäure     45,16  11,12 
4.1.2 Nachweis‐ und Bestimmungsgrenze 
Die Nachweis‐ und Bestimmungsgrenze wurde wie  in Kapitel 2.5.2 mit den Formeln 2.5‐2 und 2.5‐3 










   mL∙L‐1  mg∙L‐1 mmol∙L‐1 
Substanze   LOD  LOQ  LOD  LOQ  LOD  LOQ 
Essigsäure   0,0085  0,0085  0,0089  0,0089  0,1483  0,1483 
Propionsäure   0,0085  0,0085  0,0084  0,0084  0,1133  0,1134 
Isobuttersäure  0,0094  0,0094  0,0090  0,0090  0,1025  0,1027 
Buttersäure  0,0094  0,0095  0,0092  0,0092  0,1030  0,1032 
Isovaleriansäure  0,0096  0,0097  0,0090  0,0090  0,0874  0,0876 
Valeriansäure  0,0097  0,0098  0,0091  0,0091  0,0883  0,0884 




und mmol∙L‐1  sind  für  die  einzelnen  Säuren  in  Tabelle  4.1‐3  aufgeführt. Wie  in  Tabelle  4.1‐3  zu 
erkennen  ist,  erfüllen  alle  Analyten  das  geforderte  Bestimmtheitsmaß  von  R=0,999  im 
Konzentrationsbereich  von  0,01 bis 2 mL∙L‐1. Der  ursprünglich  erwartete Messbereich  von  0,01  bis 
5 mL∙L‐1 zeigt nur für Essigsäure einen ausreichenden  linearen Zusammenhang mit R= 0,9994 (siehe 










Essigsäure   0,9994  0,9994  0,01 bis 5 
Propionsäure   0,9994  0,9973  0,01 bis 2 
Isobuttersäure  0,9994  0,9875  0,01 bis 2 
Buttersäure  0,9994  0,9898  0,01 bis 2 
Isovaleriansäure  0,9990  0,9868  0,01 bis 2 
Valeriansäure  0,9995  0,9828  0,01 bis 2 









Soll   Essigsäure  Propionsäure  Buttersäure  Isobuttersäure  
[mL∙L‐1]   [g∙L‐1]   [mmol∙L‐1]   [g∙L‐1]   [mmol∙L‐1]   [g∙L‐1]   [mmol∙L‐1]   [g∙L‐1]   [mmol∙L‐1]  
0,100  0,105    1,749  0,099    1,336  0,096    1,090  0,097    1,101 
0,200  0,210    3,497  0,198    2,673  0,192    2,179  0,198    2,247 
0,500  0,525    8,743  0,495    6,682  0,480    5,448  0,495    5,618 
1,000  1,050  17,485  0,990  13,364  0,960  10,895  0,990  11,236 
2,000  2,100  34,971  1,980  26,728  1,920  21,791  1,980  22,472 
5,000  5,250  87,427  4,950  66,821  4,800  54,477  4,950  56,180 
Soll  Valerinsäure  Isovalerinsäure  Carpronsäure 
[mL∙L‐1]  [g∙L‐1]   [mmol∙L‐1]   [g∙L‐1]   [mmol∙L‐1]   [g∙L‐1]   [mmol∙L‐1]      
0,100  0,093    0,911  0,093    0,906  0,093    0,801     
0,200  0,186    1,821  0,198    1,939  0,186    1,601     
0,500  0,465    4,553  0,495    4,847  0,465    4,003     
1,000  0,930    9,106  0,990    9,693  0,930    8,006     
2,000  1,860  18,212  1,980  19,387  1,860  16,013     































































Die  sechs  unabhängig  voneinander  hergestellten  Proben wurden  jeweils  doppelt  vermessen.  Aus 
allen Messwerten wurden die Mittelwerte der Konzentration und die Abweichungen vom Sollwert 
ermittelt.  Für  die  Beurteilung  der  Richtigkeit  gilt,  dass  der  Sollwert  mit  der  vorgegebenen 
Wahrscheinlichkeit  innerhalb  des Vertrauensbereich  (z.B.  95 %)  liegt wenn  t  ≤  tTabelle  ist. Bei  einer 
Wahrscheinlichkeit von 95 % und einer 6‐fach‐Bestimmung liegt der t‐Tabelle‐Wert bei 2,571. Sowohl 
die prozentuale Richtigkeit  als  auch die  ermittelten  t‐Test Werte  zeigen  eine hohe Richtigkeit der 













Es wurden  sowohl  die  Systempräzision  als  auch  die Methodenpräzision wie  in  2.5.5  beschrieben 
bestimmt.  Für  die  Systempräzision  sollte  die  Abweichung  bei  unter  2 %  liegen  [115].  Für  die 
Methodenpräzision  sollte  die  relative  Standardabweichung  kleiner  5 %  betragen  [115].  Für  alle 


















Wie  unter  2.5.6  beschrieben,  gibt  es  unterschiedliche  Parameter,  welche  einen  Einfluss  auf  die 




zeigt  sich,  dass  die  Auflösung mit  sinkender  Fließgeschwindigkeit  größer  wird.  Dies  liegt  an  der 
längeren Verweilzeit in der Trennsäule und dem damit einhergehenden häufigeren Massenübergang 
zwischen  stationärer und mobiler Phase. Zusätzlich  führt es dazu, dass breitere Peaks und  längere 
Retentionszeiten erzielt werden. Eine Senkung der Fließgeschwindigkeit auf 0,4 mL∙min‐1  führt hier 
annähernd  zu  einer  Verdoppelung  der  Analysenzeit,  was  nicht  gewünscht  ist.  Nichtsdestotrotz 










ES / PS   4  4  3 
PS / iBS  6  3  4 
iBS / BS  6  3  4 
BS / iVS  7  6  4 
iVS / VS     6,4     4,8     5,3 
VS / CS    10,5  8     8,4 



















































































Für  die  Aufzeichnung  der Massenspektren  in  einem  Tandem‐Massenspektrometer  wie  dem  hier 
verwendeten ABSciex 2000QTrap, wird der erste Quadrupol (Q1) auf das Masse‐Ladungs‐Verhältnis 
(engl. mass/charge, m/z) der Mutterionen  (engl. precourser  ion) eingestellt. Hierzu verwendet man 
den  Single‐Ion‐Mode  (SIM).  Anschließend  werden  in  der  Kollisionszelle  (Q2)  die  Mutterionen 
fragmentiert und  gelangen  in den dritten Quadrupol  (Q3 oder QTrap). Dieser wird  im  Scan‐Mode 
betrieben und die entstandenen Fragment‐Ionen einzeln aufgelöst detektiert. 
4.2.1.1 Dodecyl‐trimethylamin / Hexadecyl‐trimethylamin 
Das  Masse‐Ladungs‐Verhältnis  der  Mutterionen  von  Dodecal‐trimethylamin  (ATMA‐C12)  und 
Hexadecyl‐trimethylamin  (ATMA‐C16)  entspricht  der Molmasse  der  beiden Moleküle,  da  es  sich 
hierbei  um  bereits  positiv  geladene  Moleküle  handelt.  Von  den  Mutterionen  wurde  das 
entsprechende  Massenspektrum  aufgezeichnet  (Abbildung  5.3‐1).  Hierfür  wurde  die 
Kollisionsenergie  (engl.  collision  energie,  CE)  so  eingestellt,  dass  das  Fragment‐Ion  die  höchste 
Intensität  hat  und  das Mutterion  <20 %.  Dies  erhöht  die  Empfindlichkeit,  für  die  spätere Multi‐
Reaktion‐Monitoring (MRM) Methode.  
Sowohl ATMA‐C12 als auch ATMA‐C16 haben beide das gleiche Fragment‐Ion m/z 60,4 Da. Dies lässt 
auf  eine  Fragmentierung  zwischen  dem  quaternären  Stickstoff  und  der  jeweiligen  Alkylkette 
schließen.  Des Weiteren  kann man  anhand  der  Stickstoffregel  bestätigen,  dass  das  Fragment‐Ion 
m/z 60,4 Da  ein  Stickstoffatom  besitzen  muss.  Da  die  abgespaltete  Alkylkette  keine  funktionelle 
Gruppe  besitzt, welche  eine  Ladung  besitzen  könnte,  ist  eine  neutrale  Abspaltung  (engl.  neutral 
loss NL)  am  wahrscheinlichsten.  Bei  der  collision  induced  dissociation  (CID)  können  zwar  auch 
Radikale entstehen  [122, 123] dies wurde  für ATMA‐C12 und ATMA‐C16 aber nicht detektiert. Ein 
möglicher Fragmentierungsmechanismus für beide Substanzen ist in Abbildung 5.3‐2 dargestellt. Die 
















































Wie  in  Abbildung  4.2‐3  zu  sehen,  entspricht  das  Masse‐Ladungs‐Verhältnis  von  BDMA‐C12  und 
BDMA‐C16 den Molekülmassen m/z 284,5 Da und m/z 228,5 Da. Durch die vorhandene  Ladung  ist 
keine  zusätzliche  Protonierung  nötig.  Des Weiteren  ist  zu  sehen,  dass  BTMA‐C12  und  BTMA‐C16 
Fragment‐Ionen  bilden  mit  m/z 91,2 Da  und  m/z 269,5 Da  sowie  m/z 91,2 Da  und  m/z 212,5 Da. 
Hierbei wird eine CID‐induzierte Spaltung der kovalenten C‐N‐Bindung erreicht (engl. C‐N cleavage). 






stabilisiert  wird.  Benzylium‐Ionen  entstehen  häufig  bei  der  Fragmentierung  von  aromatischen 
Verbindungen,  welche  eine  Benzylgruppe  haben.  Es  ist  davon  auszugehen,  dass  das  in 
Abbildung 4.2‐3  gezeigte  Fragment m/z 91 Da  eine Umlagerungsreaktion  durchführt  und  das  noch 
stabilere Tropylium‐Ions bildet, welches  in Abbildung 4.2‐4 gezeigt wird  [123]–[125]. Ein ähnliches 
Verhalten hatte auch Ferre et al. [123] postuliert.  

















































Hierbei  stören die co‐eluierenden Matrixbestandteile die  Ionisation der Analyten. Hauptgrund  sind 
nicht  flüchtige Komponenten  (z.B. Salze,  Ionenpaarreagenzien etc.), die die Bildung der Tropfen  im 
ESI‐Prozess  stören  und  somit  eine  verringerte  Ausbeute  an  Analytionen  verursachen.  Interne 
Standards (ITSD) sollten daher möglichst zur gleichen Zeit wie die Analyten eluieren, da sonst diese 
Effekte nicht kompensiert werden. Besonders gut geeignet sind daher  isotopenmarkierte Standards 
[126]–[128].  Hierbei  werden  zum  Beispiel  eines  oder  mehrere  der  Analytmoleküle  mit  stabilen 














Alkylkette. Hierdurch  lagert  sich  ein Wasserstoffatom der  zweiten CH2‐Gruppe des Alkylrestes um 





















Abbildung  4.2‐6  Massenspektrum  DDMA‐C10:  DDMA‐C10  mit  dem  Mutterion  m/z 326,6 Da  und  dem  Fragment‐Ion 
m/z 186,4 Da.  
 




Massenspektrometrie  hat  sich  hierfür  die  Betriebsweise  im  Multi‐Reaktion‐Monitoring  etabliert. 
Hierbei  werden  die  aus  dem Massenspektrum  abgeleiteten  Fragmente  in  Kombination mit  dem 
Mutterion vermessen. Hierzu wird der Q1 auf die m/z des Mutterion eingestellt.  In Q2, welcher als 
Reaktionszelle  verwendet  wird,  werden  die  Mutterionen  mittels  Stickstoff  fragmentiert.  Im 
anschließenden Q3 werden die m/z der Fragmente eingestellt. Die Kombination aus Mutterion und 
Fragment  Ionen macht den MRM‐Modus sehr empfindlich und selektiv. Für  jedes Molekül wurden 





















ATMA‐C12  228,5    60,4  50  4500  50  200 
ATMA‐C16  284,5    60,4  50  4500  47  200 
BDMA‐C12  304,5    91,2  50  4500  50  200 
BDMA‐C16  361,5    91,2  50  4500  50  200 
DDMA‐C10  326,6  186,4  50  4500  50  200 






verwendet.  Die  Geräteparameter  sind  in  Tabelle 4.2‐2  aufgeführt.  Die  einzelnen 





















Säulendimension   120 x 4 mm  10  30 
Partikelgröße  3 µm  18  30 
Flussrate   0,5 mL∙min‐1  20  10 
Temperatur  60°C  22  10 
Injektionsvolumen  5 µL  28  40 
Eluent A   Wasser mit 0,1 % Ameisensäure  30  40 


















































Abbildung  4.2‐8  LC‐MS/MS  Chromatogramm:  HPLC  Chromatogramm  von  Dodecyltrimethylammonium  (ATMA‐C12), 
Benzyldodecyltimethyl‐monium  (BDMA‐C12),  interner  Standard  D7‐Benzyldodecyldimethylamonium  (BDMA‐C12‐D7), 








Wie  bereits  erwähnt  zeichnet  sich  der  MRM‐Modus  durch  seine  hohe  Selektivität  und 
Empfindlichkeit aus.  In der Tandem Massenspektrometrie  ist der MRM‐Modus der  selektivste und 
spezifischste Modus  und  eignet  sich  besonders  für  die  Taget‐Analytik. Moderne  hochauflösende 
Massenspektrometer  (engl. high  resolution mass  spectrometer) wie Orbitraps oder Time of Flights 
(ToF) gelten, durch ihre hohe Auflösung und Genauigkeit als noch spezifischer. Durch die gesteigerte 
Spezifität sind diese Massenspektrometer ebenfalls sehr selektiv. Zur Untersuchung der Selektivität 





wurde  im MRM‐Modus  vermessen  und  jedes  einzelne  Ionenchromatogramm  (engl.  extracted  ion 
chromatogram) ausgewertet.  




chromatographische  Trennung  der  beiden  Substanzen  nicht  gewollt,  da  eventuelle 
Ionensuppressionen  kompensiert werden  sollen.  Hierzu  ist  eine  zeitgleiche  oder  zeitnahe  Elution 
erforderlich.  







































Abbildung  4.2‐9  Extracted  ion  chromatogram:  Chromatogramm  mit  den  einzelnen  Ionenspuren  von 
Dodecyltrimethylammonium  (ATMA‐C12),  Benzyldodecyldimethyl‐amonium  (BDMA‐C12),  interner  Standard  (ITSD) 




















































Analyten,  (farbig)  aufgezeichnet  im  MRM‐Modus.  Totales  Ionenchromatogramm  (TIC)  gemessen  im  EMS‐Modus 
(gestrichelt). 
Ein  weiteres  Maß  für  die  Selektivität,  ist  eine  vollständige  Auftrennung  der  Analyten  im 
Chromatogramm.  Dies  ist  zwar  bei  einer  MRM‐Methode,  in  der  man  jede  Ionenspur  separat 





der  einzelnen  Peakpaare  zueinander  gemäß  Formel  2.5‐1  ermittelt.  Dabei  gilt,  wie  bereits  in 
Kapitel 2.5.1  beschrieben,  ein  Peakpaar  als  vollständig  getrennt, wenn  R  ≥  1,5  ist.  Die  einzelnen 











Für  alle  fünf  Analyten  wurden  die  Nachweis‐  und  Bestimmungsgrenze  anhand  der  Leermethode 






LOD  LOQ  LOD  LOQ 
ATMA‐C12  0,18  0,40  0,67  1,52 
ATMA‐C16  0,52  1,17  1,63  3,65 
BDMA‐C12    4∙10‐5    1∙10‐4 0,04  0,10 
BDMA‐C16  0,05  0,12  0,13  0,30 
DDMA‐C10  0,33  0,76  1,00  2,34 
4.2.4.3 Linearität 
Es wurden sowohl die Linearität als auch der  lineare Arbeitsbereich der Methode ermittelt. Hierfür 
wurden  Standardlösungen  im  Konzentrationsbereich  von  0,01 µmol∙L‐1  bis  10 mmol∙L‐1  hergestellt 
und vermessen. Jeder Standard wurde als Einzelstandard ohne Matrix  in Methanol hergestellt. Wie 
unter  dem  Kapitel  Selektivität  gezeigt wurde,  hat  die Matrix  keinen  erheblichen  Einfluss  auf  das 
Messsignal  bei  Verwendung  der MRM‐Methode.  Eine  Kalibrierung mittels matrixfreien  Standards 
(externe  Kalibrierung)  ist  somit  zulässig,  da  keine  Verschiebung  der  Linearität  zu  erwarten  ist.  In 
Abbildung  4.2‐11  sind  alle  vermessenen  Proben  aufgetragen.  Es  zeigt  sich  deutlich,  dass  ab  einer 











ATMA‐C12   0,99800  0,99966  LOQ‐0,05 
ATMA‐C16  0,99663  0,99977  LOQ‐0,05 
BDMA‐C12  0,99506  0,99962  LOQ‐0,05 
BDMA‐C16  0,99804  0,99900  LOQ‐0,05 




















































































sechs Mal  vermessen  und  der Mittelwert  der  gemessenen  Flächen  als  100 %  gewertet.  Von  den 
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Formel 4‐1
Es  zeigte  sich bei der Auswertung, dass  teilweise hohe Abweichungen von 68‐160 %  zwischen den 
einzelnen Proben lagen, was anhand des TIC vor allem auf das ESI‐Spray zurückgeführt werden kann. 




  ATMA‐C12  ATMA‐C16  BDMA‐C12  BDMA‐C16  DDMA‐C10 
Mittelwert [%]  117,7  107,8  114,6  96,0  98,9 










Die Wiederfindung  (R)  der Analyten  liegt,  laut Aussage  des Herstellers  Trace Analytics GmbH,  im 
unteren  Prozentbereich.  Grund  hierfür  ist  die  hohe  Verdünnung,  welche  in  der  Dialysesonde 
stattfindet. Eine Steigerung der Wiederfindung kann durch die technisch sehr aufwendige Stop‐Flow‐
Methode  erzielt  werden.  Dabei  werden  der  Fluss  der  Akzeptorlösung  und  der  Probe  für  eine 
definierte Zeit gestoppt, um eine möglichst hohe Diffusionszeit zu gewährleisten. Anschließend wird 
die höher konzentrierte Akzeptorlösung zum Messgerät transportiert und  injiziert. Hierfür muss das 




Volumenstrom  eine  höhere  Diffusionszeit  an  der  Dialysemembran  erreicht  werden.  Bei  großer 
Wegstrecke des Bypasses muss natürlich ein Kompromiss zwischen Wiederfindung und Analysenzeit 
gefunden  werden.  Am  Beispiel  von  Essigsäure  wurde  daher  dieses  Optimum  ermittelt.  Wie  in 
Abbildung  4.3‐1  gezeigt  ist,  geht  bei  einer  Fließgeschwindigkeiten  von  > 0,1 mL∙min‐1  die 
Wiederfindung gegen null. Somit ist die Diffusionszeit an der Membran nicht mehr ausreichend, um 
einen Analytübergang zu gewährleisten. Fließgeschwindigkeiten von < 0,1 mL∙min‐1 erhöhen zwar die 


























Abbildung  4.3‐1  online  Dialyse:  Wiederfindung  von  Essigsäure  mittels  Onlinedialyse  in  Abhängigkeit  von  der 
Fließgeschwindigkeit.  
4.3.2 Optimierung der Wiederfindung durch Variation des pH‐Wertes der Akzeptorlösung.  
Neben  der  Fließgeschwindigkeit  hat  auch  der  pH‐Wert  der  Akzeptorlösung  einen  Einfluss  auf  die 
Wiederfindung. Dies wurde für Essigsäure, Propionsäure und Buttersäure  im pH‐Bereich von 1,5 bis 
10  getestet.  Hierbei  wurden  bis  zu  fünf  Mal  größere  respektive  kleinere  Messwerte  bei 
unterschiedlichen  pH‐Werten  ermittelt.  Prinzipiell  zeigten  die  drei  getesteten  organischen  Säuren 
über  den  getesteten  pH‐Wertbereich  das  gleiche  Migrationsverhalten,  wobei  bei  steigender 
Unpolarität der Säure generell eine geringere Wiederfindung der Säure ermittelt wurde.  




ändert  sich  somit der  Protonierungsgrad, was  zu  einer höheren osmotischen  Triebkraft  führt  und 
somit auch zu einer verstärkten Migration. Dies gilt ebenfalls für den pH‐Wert‐Bereich von 6 bis 6,5, 
in dem die Säuren vollständig deprotoniert vorliegen. Hingegen entspricht der pH‐Wert‐Bereich von 

































Abbildung  4.3‐2  Onlinedialyse: Wiederfindung  von  Essigsäure,  Propionsäure  und  Buttersäure mittels  Onlinedialyse  in 
Abhängigkeit vom pH‐Wert der Akzeptorlösung. 
4.3.3 Validierung der Onlinedialyse 
Zur  Kalibrierung  der  Dialyse  wurden  die  Essigsäure,  Propionsäure,  Isobuttersäure,  Buttersäure, 
Isovaleriansäure  und  Valeriansäure  im  Konzentrationsbereich  von  0,2  bis  5 mL∙L‐1  kalibriert.  Der 
linearer Regressionskoeffizient  lag bei den getesteten Säuren  im Bereich von R2= 0,9999 bis 0,9978. 
Das Detektionslimit lag bei 0,1 bis 0,2 mL∙L‐1 (3,3 bis 9,8 µmol∙L‐1). Darüber hinaus wurde die Präzision 







































Abbildung 4.3‐3 online Dialyse: Kalibrierung  von Essigsäure, Propionsäure,  Isobuttersäure Buttersäure,  Isovaleriansäure 
und Valeriansäure  mittels Onlinedialyse  
4.3.4 Einsatz der Onlinedialyse in anaerober Realmatrix  
Beim  Einsatz  der Dialysesonde  im  Reaktorsystem mit  Realmatrix wurde  dem  Reaktor  neben  dem 
anaeroben  Schlamm  die  zu  testenden  Fettsäuren  zugesetzt.  Es  konnten  keine  Fettsäuren  bei  der 
Bestimmung  detektiert werden. Um  eine  unzureichende  Vermischung  auszuschließen, wurde  das 
Rührwerk nach Zugabe der Fettsäuren  für einige Zeit auf die maximale Stufe eingestellt. Auch dies 
führte nicht zum gewünschten Erfolg. Beim Ausbau der Sonde musste festgestellt werden, dass die 
kleine  Austauschfläche  vor  der  Dialysemembran  komplett mit  Feststoff  verblockt war  und  somit 
keine  Analyt‐Diffusion  stattfinden  konnte.  In  Folge  dessen  wurden  verschiedene  Positionen  der 
Sonde  im  Reaktor  ausprobiert.  Dabei  verblockte  auch  hier  die  Membran  sofort.  Somit  ist 
festzustellen, dass die Dialyse sich zwar grundsätzlich hinsichtlich der Empfindlichkeit, Präzision und 






Das  Breitbandherbizid Glyphosat  und  glyphosathaltige  Pflanzenschutzmittel  sind  in  der  deutschen 
Landwirtschaft  sehr  stark  verbreitet.  In  einer  bundesweiten  Studie  von  2012  ergab  sich,  dass  auf 




den  Einsatz  von Glyphosat  beim Anbau  von Mais  zur  Energiegewinnung  ist  somit  ein  Eintrag  von 
Glyphosat  und  dessen Metabolit  AMPA  in  Biogasanlagen  denkbar.  In  den  folgenden  Abschnitten 
werden die Versuchsergebnisse zum Einfluss von Glyphosat und AMPA auf die anaerobe Mischkultur 
untersucht  und  diskutiert.  Zunächst  wurde  in  zwei  Vorversuchen  der  zu  testende 
Konzentrationsbereich ermittelt,  in dem eine Hemmung von Glyphosat und AMPA auf Biomasse  im 
anaeroben Milieu  auftritt,  und  anschließend  innerhalb  dieses  Bereichs  sowohl  der  Effekt  auf  die 




Glyphosat  auf  anaerobe  Mischkulturen  vorliegen,  wurden  im  ersten  Schritt  Vorversuche 
durchgeführt,  um  Konzentrationen  zu  ermitteln,  bei  denen  ein  mikrobiologischer  Effekt  auf  die 
anaerobe Mischkultur wirkt. Khalil et al. hat bereits Anfang der 1990er  Jahre einige Versuche zum 
Einfluss  von  anthropogenen  Stoffen  auf  anaerobe  Mischkulturen  durchgeführt  [130,  131].  Das 
damals getestete Pestizid war Mancozeb, welches ein Breitbandfungizid ist (siehe Anhang). Khalil et 
al.  ermittelten  damals  eine  Hemmkonzentration  von  100 mg∙L‐1  (entspricht  0,18 mmol∙L‐1)  [129]. 
Basierend auf diesen Ergebnissen, wurde als erste Versuchsreihe mit Glyphosat die Konzentrationen 
von 0,15 bis 0,0015 mmol∙L‐1 in logarithmischen Schritten getestet. Hierbei ist deutlich zu sehen, dass 
diese  Konzentrationen  keinen  Einfluss  auf  die  gesamte  anaerobe  Mischkultur  besitzen.  Die 
kumulierte Gasmenge  der  Testlösungen weichen  vom  Blank  nur  um  ‐12 %  und  8 %  ab.  Auch  die 
Steigung  innerhalb  des  linearen  Bereichs  der  Anfangsphase  weicht  bei  0,0015 mmol∙L‐1  und 
0,15 mmol∙L‐1  nur  um  2 %  ab.  Eine  Hemmung  von  Glyphosat  auf  Mikroorganismenkulturen  im 
anaeroben Milieu ist daher für diesen Konzentrationsbereich auszuschließen (siehe Abbildung 4.4‐1). 







Die  Analyse  des  Fettsäureprofils  ergab,  dass  sich  in  der  gehemmten  Probe  hohe  Mengen  an 
Essigsäure und  Isovaleriansäure  (>1 mL∙L‐1) befanden  (Abbildung  4.4‐3).  Zusätzlich waren  auch die 
anderen  langkettigen FOS vorhanden. Dies  lässt auf eine gehemmte Umsetzung  schließen, die alle 
beteiligten Mikroorganismen  betrifft.  In  Kombination mit  der  hohen  Konzentration  an  Essigsäure 
kann  vermutet  werden,  dass  es  sich  aber  vor  allem  um  eine  Hemmung  der  Methanogenese 
(Archaeen) handelt, da die vorhandene Essigsäure nicht weiter abgebaut wurde.  

















































































































erzeugt  wurde  als  beim  Blank.  Dies  könnte  auf  eine  Verstoffwechselung  des  Glyphosats 
zurückzuführen sein. Interessant ist hierbei, dass bei der Glyphosatkonzentration von 20 mmol∙L‐1 die 
Lag‐Phase  deutlich  ausgeprägter  ist,  die  Exponential‐Phase  jedoch  später  anfängt  und  nach  der 
Versuchsdauer von 30 Tagen noch nicht vollständig abgeschlossen  ist. Hierfür gibt es zwei mögliche 
Erklärungen. Zum einen könnte in der Anfangsphase primär Glyphosat abgebaut werden und erst im 




das  zweite  Substrat  aktiviert  werden  muss,  kommt  es  hier  wie  in  Abbildung  4.4‐4  zu  einer 
kurzzeitigen  zweiten  Lag‐Phase.  Da  Glyphosat  besser  löslich  ist  als  Zellulose  und  somit  schneller 
zellulär metabolisiert werden könnte, wäre eine Diauxie als Ursache möglich. Zum anderen könnte 




Acetogenese  vorliegt,  da  bei  den  Proben  mit  30  und  40 mmol∙L‐1  alle  Säuren,  d.h.  sowohl  die 
















































































metabolisiert,  allerdings  deutlich  langsamer,  was  auch  die  Befunde  von  AMPA  in  der  Umwelt 
wiederspiegeln.  Unter  der  Annahme  das  AMPA  einen  geringeren  Einfluss  auf  die  anaerobe 
Mischkultur  haben  könnte,  wurden  die  drei  Konzentrationen  von  20  mmol∙L‐1,  40 mmol∙L‐1  und 
60 mmol∙L‐1 getestet.  In Abbildung 4.4‐6 sind die Gasratenproduktionen aufgetragen. Die vorherige 
Annahme, das AMPA einen geringeren Einfluss auf die Biogasproduktion hat, erwies sich als falsch. 
Im Gegensatz  zu Glyphosat  scheint AMPA  auch  im  Konzentrationsbereich  von  20 mmol∙L‐1 bereits 
einen  hemmenden  Einfluss  auf  die  Mischkultur  zu  haben.  Die  Auswertung  des  Fettsäureprofils 
(Abbildung 4.4‐7) gestaltete sich schwierig, da  im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen auch der 
Blank  eine  hohe  Konzentration  an  Essigsäure  und  Propionsäure  aufweist. Allerdings  zeigt  sich  ein 
erheblicher Unterschied zwischen Blank und den Proben in Bezug auf die längerkettigen Fettsäuren, 
die  im  Blank  nur  minimal  vorhanden  sind.  AMPA  hat  somit  einen  stärkeren  Einfluss  auf  die 
Acidogenese, die für die Bildung von den längerkettigen Fettsäuren verantwortlich ist.  
4.4.4 Zusammenfassung Glyphosat und AMPA 
Die  Ergebnisse  zeigen,  dass  die  von  Khalil  ermittelten  Hemmkonzentrationen  von  Mancozeb 
(Strukturformel  siehe  Anhang  b)  für  anaerobe Mischkulturen  nicht  auf  Glyphosat  und  AMPA  zu 
übertragen sind. Sowohl  für Glyphosat als auch  für AMPA  liegen die hemmenden Konzentrationen 








wird  und  den  anaeroben  Biogasprozess  nicht  stört,  was  in  diesem  Fall  zu  einer  anfänglichen 









sollte  gemäß  den  Vorschriften  Glyphosat  nicht  als  Ernte‐Hilfsstoff  eingesetzt  werden  und  beim 
Vorernteeinsatz der Zeitraum zwischen Aufbringung und Ernte möglichst groß gewählt sein.  















































































Wie  in  Kapitel  2.2  einleitend  erwähnt,  haben  quaternäre  Ammoniumverbindungen  eine  hohe 
wirtschaftliche  Bedeutung  und  werden  in  vielen  Handelsprodukten  eingesetzt  [47].  Im 
Veterinärbereich werden sie vor allem als Desinfektionsmittel verwendet z.B. bei der Reinigung von 
Schweineställen,  von  Stallwerkzeugen,  Futtersilos,  Melkzeugnissen  o.ä.  [49,  50].  Angefallenes 
Spülwasser  kann  hierbei  zusammen  mit  der  Gülle  entsorgt  werden  [56].  Dabei  ist  sowohl  das 
gemeinsame Ausbringen  von Gülle  und  Spülwasser  als Dünger  zulässig  als  auch  das  Einleiten  des 
Spülwasser  in  die  Biogasanlage [56].  Die  Belastung  von  Biogasanlagen  hat  das  österreichische 
Umweltbundesamt  und  das  Umweltinstitut  Wien  2007  in  einer  ersten  umfangreichen  Studie 
veröffentlicht.  In  dieser  Studie  wurden  sechs  Biogasanlagen  im  Landkreis  Vorarlberg  untersucht. 
Hierbei  wurden  QACs  (z.B. DDMA‐C10  bis  DDMA‐C18,  BDMA‐C12  bis  BDMA‐C18,  ATAC‐C12  bis 
ATAC‐C16)  in  teilweise  nicht  unerheblichen  Mengen  (bis  119 mg∙kg‐1  bzw.  0,35 mmol∙L‐1) 
nachgewiesen.  Im  Mittel  lagen  die  Konzentrationen  der  detektierten  QACs  zwischen  0,041  und 
2,2 mg∙kg‐1  (1,2577 µmol∙L‐1 und 0,006 mmol∙L‐1). Die höchsten Werte wurden  für die Benzyl‐Alkyl‐
Ammoniumverbindungen  nachgewiesen,  die  teilweise  im  ökotoxikologischen  relevanten  Bereich 
lagen [65]. Diese Studie war Anlass, die Wirkung ausgewählter QACs auf das anaerobe Milieu einer 
Mischkultur aus einer betrieblichen Biogasanlage der Firma Uniferm zu testen. Nachfolgend werden 




der  einzelnen  Substanzen  wurde  getestet,  ob  die  Kombination  von  mehreren  QACs 
(BDMA‐C12/BDMA‐C16,  ATMA‐C12/ATMA‐C16  und  BDMA‐C16/BDMA‐C16/DDMA‐C10)  einen 
synergistischen  Effekt  hat.  Dies  ist  zum  einen  von  besonderer  Bedeutung,  da  ein  solcher  Test 
bezogen auf eine anaerobe Mischkultur noch nicht durchgeführt wurde. Zum anderen enthalten, wie 
in 2.2 erwähnt, die Präparate auf dem Markt mehrere Komponenten. Gerade die Ergebnisse  vom 
österreichischen  Umweltbundesamt  zeigen,  dass  in  Biogasanlagen  nicht  nur  von  einer  Belastung 
ausgegangen  werden  kann  [65],  was  die  Testung  auf  einen  synergistischen  oder  synergistischen 








Analog  zu  der  Versuchsreihe  mit  Glyphosat  wurden  auch  bei  den  QACs  mehrere  Vorversuche 
durchgeführt, bei denen  innerhalb kurzer Versuchszeiten (5 bis 10 Tage) der Konzentrationsbereich 
ermittelt werden sollte, in dem ein Effekt auf Biomasse im anaeroben Milieu zu erkennen ist. Für die 
Vorversuche  wurde  nicht  jede  einzelne  Verbindung  der  zu  testenden  QACs  überprüft,  sondern 
exemplarisch  ATMA‐C16,  BDMA‐C12  und  BDMA‐C16  Dabei  wurde  die  Konzentration  sukzessiv 
gesteigert bis ein mikrobiologischer Effekt auftrat. Für ATMA‐C12 wurde vermutet, dass ein Effekt auf 
die  verwendete  Mischkultur  im  gleichen  Konzentrationsbereich  liegt.  Für  DDMA‐C10  wurde  ein 
weiterer Vorversuch durchgeführt, welcher unter 4.5‐12 diskutiert wird. Der erste Vorversuch wurde 
für ATMA‐C16 mit  den  Konzentrationen  5,  20  und  40 µmol∙L‐1  durchgeführt. Hier  zeigte  sich  kein 
Einfluss auf die Biogasproduktion. Nachfolgend wurde für BDMA‐C16 der Konzentrationsbereich von 
100, 250 und 500 µmol∙L‐1 getestet. Auch in diesen Konzentrationsbereichen wurde kein Einfluss auf 
die  Biogasproduktion  gemessen. Das  gemittelte  kumulierte Gasvolumen  lag  zwischen  8  und  14 % 




sieben  Tagen  58 %  und  86 %  unterhalb  der  des  Blanks.  Im  letzten  Vorversuch wurde  DDMA‐C10 
getestet.  Der  getestete  Konzentrationsbereich  wurde  bei  dieser  Verbindung  zwischen 
0,1 und 1 mmol∙L‐1 gewählt, da eine höhere mikrobiologische Aktivität vermutet wurde. Dies konnte 
für  diesen  Konzentrationsbereich  ausgeschlossen  werden,  da  kein  hemmender  Einfluss  auf  die 










1 mmol∙L‐1  ist  kein  negativer  Einfluss  auf  die  Biogasproduktion  zu  erkennen.  Die  gemittelte 
kumulative Gasmenge unterscheidet sich nur um 2 % zu der des Blanks. Zu erkennen  ist allerdings, 
dass sich die Lag‐Phase bei 1 mmol∙L‐1 anders verhält als beim Blank. Dies wird abschließend  in der 




gemessenen Gasrate  auf. Die beiden nicht  inhibierten Proben haben  einen  KR‐Wert  von 19 d und 
18 d, wohingegen die beiden KR‐Werte der inhibierten Proben 108 d und 649 d betragen. Daher kann 
hier  von  einer  Hemmung  der  Bioprozesse  des  anaeroben  Milieus  gesprochen  werden.  Bei  der 
Auswertung der Fettsäureprofile fällt außerdem auf, dass  im Blank und  in der Probe mit 1 mmol∙L‐1 
noch  Essigsäure  und  Propionsäure  vorhanden  sind,  die  längerkettigen  Fettsäuren  hingegen  nicht. 
Dies lässt auf einen noch nicht vollständigen anaeroben Abbau der Cellulose schließen. Dies ist auch 




auf  eine  Hemmung  bestimmter  Bioprozesse  des  anaeroben  Milieus.  Es  ist  anzunehmen,  dass 
vorwiegend  die  Archaeen  gehemmt werden,  da  die  vorhandene  Essigsäure  nur  unzureichend  zu 
Methan und Kohlenstoffdioxid umgesetzt wurde. In den Proben mit 10 mmol∙L‐1 ist quasi kein Biogas 
entstanden.  Eine mikrobiologische Aktivität  ist  nur  am  ersten  Tag  zur  erkennen,  da  anschließend 
sofort  die  stationäre  Phase  eintritt.  Da  bei  der  Analyse  des  Fettsäureprofils  keine  oder  nur  sehr 
geringe Mengen  an  flüchtigen organischen  Säuren  gemessen wurden,  ist davon  auszugehen, dass 




        Probe   Relative Gasvolumen     KR‐Wert [d] 
           Blank    100 %          19 
    1 mmol∙L‐1    102 %          18 
    5 mmol∙L‐1      30 %        108 
























































































In  Abbildung  4.5‐3  sind  die  gemittelten  Messergebnisse  aus  der  Versuchsreihe  mit  BDMA‐C16 
aufgetragen.  Im Gegensatz zu BDMA‐C12 hat BDMA‐C16 bereits bei 1 mmol∙L‐1 einen  signifikanten 
Einfluss auf die Biogasproduktion. Das kumulierte Gasvolumen beträgt nur 48 % im Vergleich zu dem 
des  Blanks.  Zu  erkennen  ist  analog  zu  BDMA‐C12,  dass  die  Lag‐Phase  eine  höhere  Steigung  im 
Vergleich  zum  Blank  hat.  Dies  wird  in  der  Diskussion  unter  4.5.12  aufgegriffen.  Der 
Stoffwechselzustand der Proben mit der Konzentration von 5 mmol∙L‐1  und 10 mmol∙L‐1 befindet sich 










        Probe   Relative Gasvolumen            KR‐‐Wert [d] 
           Blank    100 %        6 
    1 mmol∙L‐1      48 %      37 
    5 mmol∙L‐1      12 %    183 






Tezel  et  al.  haben  in  ihrer  Studie  von  2006  gezeigt,  dass  die  Toxizität  gegenüber  anaeroben 
Mischkulturen mit der Länge der Seitenkette zunimmt [131]. Dies ist aus den 
 Ergebnissen ebenfalls so abzuleiten. Des Weiteren geht Tezel davon aus, dass primär die Archaeen 
gehemmt  sind  bzw.  einer  Lysis  unterliegen.  Basierend  auf  den  Fettsäureprofilen  und  der 
Biogasentwicklung kann auch diese Annahme in beiden vorliegenden Fällen bestätigt werden. Grund 




große  Unterschiede  aufweist.  Dies wird  in  der  abschließenden  Diskussion  in  Kapitel  4.5.12  noch 
einmal genauer erörtert. 


























































































Fettsäureprofils  von  BDMA‐C12  und  BDMA‐C16  konnte  gezeigt  werden,  dass  hier  vor  allem  die 
Archaeen gehemmt waren, da es zu einer Anreicherung mit Essigsäure und Propionsäure gekommen 




Die  hohe  Konzentration  an  Buttersäure  lässt  aber  auf  eine  höhere  Hemmung  der  Acidogenese 
schließen.  
Tabelle 4.5‐3 QACs: Ergebnisse der Testserie zu ATMA‐C12 
        Probe   Relative Gasvolumen     KR‐Wert [d] 
           Blank    100 %          21 
    1 mmol∙L‐1    122 %          17 
    5 mmol∙L‐1      10 %        373 




Bei  ATMA‐C16  ist  ein  signifikanter  Einfluss  auf  die  Biogasproduktion  bereits  bei  1 mmol∙L‐1  zu 









Hemmung  der Acetogenese  scheint  auch  bei ATMA‐C16  vorzukommen,  da  eine  Konzentration  an 
Essigsäure vorliegt und die vorhandene Isobuttersäure nicht weiter abgebaut wurde.  
Tabelle 4.5‐5 QACs: Ergebnisse der Testserie zu ATMA‐C16 
          Probe   Relative Gasvolumen     KR‐Wert [d] 
          Blank    100 %            11 
    1 mmol∙L‐1      57 %            37 
    5 mmol∙L‐1        5 %          538 










scheint  für  BDMA‐C12  und  BDMA‐C16  ebenfalls  zu  stimmen.  Für  ATMA‐C12  und  ATMA‐C16  ist 
offenbar neben der Hemmung der Archaeen auch die Acidogenese gehemmt, was man anhand des 
Fettsäureprofils  herleiten  kann.  Vergleicht  man  die  einzelnen  Stoffe  untereinander,  ergibt  sich 
folgende  relative  Reihenfolge  der  Toxizität:  BDMA‐C16>ATMA‐C16>ATMA‐C12>BDMA‐C12, wobei 
die Unterschiede bei gleicher Alkylkette sehr gering sind. Die Gewichtung von BDMA‐C16 und ATMA‐
C16  lässt  sich mit  der  höheren Hydrophobie  des Moleküls  erklären.  BDMA‐C12  hat  eine  kritische 




ist  als  die  anderen  Substanzen,  könnte  dies  der  Grund  dafür  sein,  dass  eher  die  Acidogenese 














































































































































































          Probe   Relative Gasvolumen     KR‐Wert [d] 
            Blank    100 %            13 
     1 mmol∙L‐1      64 %            31 
     5 mmol∙L‐1      12 %          229 
   10 mmol∙L‐1        3 %          971 


















































































Wie  einleitend  bereits  beschrieben  ist  neben  des  mikrobiologischen  Effektes  der  einzelnen 
Substanzen  besonders  interessant,  ob  die  Mischungen  bei  gleicher  gesamt  Konzentration  einen 
stärkeren  Einfluss  auf  die  anaerobe  Mischkultur  haben  und  somit  einen  synergistischen  Effekt 
aufweisen. Hierzu wurden die beiden Substanzen mit gleicher Konzentration im Mix getestet. In der 
ersten Versuchsreihe wurde der gleiche Konzentrationsbereich wie bei den einzelnen Verbindungen 
getestet  (1 mmol∙L‐1,  5 mmol∙L‐1und  10 mmol∙L‐1).  Hierbei  zeigte  sich  bereits  bei  1 mmol∙L‐1  eine 
deutliche  Hemmung,  woraufhin  der  Versuch  in  einem  geringeren  Konzentrationsbereich  erneut 
durchgeführt  wurde.  Getestet  wurden  die  Konzentrationen  von  0,1 mmol∙L‐1,  0,5 mmol∙L‐1  und 
1 mmol∙L‐1.  Bei  allen  drei  Konzentrationen  liegen  die  Biogasvolumina  unter  der  des  Blanks  (29 %, 











Analog  zu den Versuchen  in Kapitel 4.5.8 wurden die beiden  alkylierten Verbindungen ATMA‐C12 
und  ATMA‐C16  ebenfalls  in  der  Kombination  miteinander  getestet.  Hierzu  wurde  der  gleiche 




es,  nachzuweisen  ob  ATMA‐C12  und  ATMA‐C16  einen  synergistischen  Effekt  haben.  Dies  kann 
hiermit  ausgeschlossen  werden.  Die  Kombination  aus  diesen  beiden  Substanzen  hat  in  diesem 
Konzentrationsbereich keinen hemmenden Effekt. Eine Erhöhung der Konzentration wäre hier kein 
Nachweis  auf  einen  synergistischen  Effekt,  da  die  Gaskonzentration  im  gleichen 
Konzentrationsbereich wie bei den ersten Einzelsubstanzen lägen.  












































































Abbildung  4.5‐12  BDMA‐C12  und  BDMA‐C16  Fettsäureprofil:  Konzentrationssauftragung  der  flüchtigen  organischen 
Säuren vermessen mittels Ionen Chromatographie (n=2) 























Abbildung  4.5‐13  ATMA‐C12  und  ATMA‐C16  Mix:  Gemittelte  kumulative  Messung  der  Biogasproduktionsrate  in 











mit  gleicher  gesamt  Konzentration  im  Mix  getestet.  Der  verwendete  Konzentrationsbereich  lag, 
basierend  auf  den  Kombinationsversuchen  von  BDMA‐C12/C16  und  ATMA‐C12/16,  zunächst  bei 
0,1‐1 mmol∙L‐1. Hierbei zeigte sich bereits bei 0,1 mmol∙L‐1 eine deutliche Hemmung, woraufhin der 
Versuch  abgebrochen  wurde  und  mit  einem  geringeren  Konzentrationsbereich  erneut  analysiert 
wurde. Dabei wurden die Konzentrationen von 0,002, 0,005 und 0,01 mmol∙L‐1 getestet. In Abbildung 
4.5‐13  ist  das  Biogasvolumen  aufgetragen.  Bei  allen  drei  Konzentrationen  liegt  das  erzeugte 
Gasvolumen  mit  84 %,  91 %  und  68 %  unterhalb  der  des  Blanks.  Im  Konzentrationsbereich  von 
0,01 mmol∙L‐1 scheint es zu einer leichten Hemmung zu kommen. Betrachtet man das Fettsäureprofil 
(Abbildung 4.5‐15) und die KR‐Werte (Tabelle 4.5‐5), scheint  in allen Konzentrationsbereichen keine 







          Probe   Relative Gasvolumen     KR‐Wert [d]  
                Blank    100 %             10 
  0,002 mmol∙L‐1      84 %             16 
  0,005 mmol∙L‐1      91 %             14 



























































































Mit  Hilfe  von  Eudiometeruntersuchungen wurde  sowohl  der  Effekt  von  einzelnen QACs  als  auch 
Mischungen dieser auf eine anaerobe betrieblicher Mischkultur der Firma Uniferm getestet. Dabei 
stand der Einfluss auf die Biogasproduktion im Mittelpunkt dieser Untersuchungen. Es konnte gezeigt 
werden,  dass  alle  getesteten  QACs  ab  einen  Konzentrationsbereich  von  1 bis 5 mmol∙L‐1  die 
Biogasproduktion erheblich vermindern. Das kann relevant für Anwender sein, welche hohe Mengen 
an Desinfektionsmittel in Stallanlagen verwenden und das Abwasser anschließend zusammen mit der 
Gülle  über  einen  anaeroben  Prozess  entsorgen.  Konzentrationen  in  dieser  Größenordnung  sind 
bereits in Biogasanlagen vorgekommen und dokumentiert [58, 59, 66, 133].  
Die  induzierte  Lysis, welche  als Ursache  für den mikrobiologischen Effekt  verantwortlich  ist  [133], 
steigt dabei mit zunehmender Hydrophobie  innerhalb der Stoffklassen BDMA und ATMA aber auch 
zwischen  den  beiden  Stoffklassen.  Die  in  Abbildung  4.5‐16  aufgetragenen  Kow‐Wert,  kritische 
Mizellen‐Konzentration  (engl.  critical  micelle  concentration,  CMC)  und  KR‐Wert  der  jeweiligen 
Substanzen  im  Konzentrationsbereich  von  1 mmol∙L‐1  lassen  deutlich  erkennen,  dass  mit 
zunehmender  Unpolarität  (steigender  log  Kow‐Wert,  sinkender  CMC‐Wert)  die  mikrobiologische 
Aktivität  der  QACs  zunimmt  (steigender  KR‐Wert).  Dies  deckt  sich  mit  der  Annahme,  dass  der 
Wirkmechanismus der QACs eine Zelllysis oder Störung der zellulären Osmolarität durch Interaktion 
an  der  unpolaren  Zellwand  verursacht  [52,  134].  Dass  dadurch  vor  allem  auf  Grund  der 
Zellwandeigenschaften die Archaeen betroffen sind, wird auch durch die Analyse der Fettsäureprofile 
deutlich  und  steht  im  Einklang mit  Tezel  et  al.  [131].  Die  Hypothese,  dass  es  sich  bei  dem  hier 
vorhandenen  Wirkmechanismus  um  eine  Intoxikation  handelt  und  nicht  um  eine  klassische 
enzymatische kompetitive, nichtkompititive oder unkompetitive Hemmung, kann wie folgt begründet 
werden: Bei der am häufigsten vorkommenden Form der Hemmung, der kompetitiven Hemmung, 
wäre  zwar wie  in  den  gezeigten Messung  der  Km  bzw.  KR‐Wert  erhöht,  der  vmax‐Wert wäre  aber 
unverändert  (siehe  auch  Kapitel  2.6)  [117].  Dies  ist  bei  den  beschriebenen  Hemmungen  nicht 
gegeben, da der vmax‐Wert bei den gehemmten Proben  immer unter dem des Blanks  lag. Bei einer 
nichtkompetitiven  Hemmung  wäre  KR  unverändert  und  vmax  wäre  kleiner.  Dies  ist  bei  den 
beschriebenen Hemmungen anders, da vmax bei den gehemmten Proben immer unter dem des Blanks 












































sie  in  handelsüblichen  Produkten  normalerweise  vorliegen  bzw. wie  sie  in  der  Biogasanlage  oder 
Umwelt  vorkommen,  synergetische  Effekte  aufweisen  und  eine  10 bis 100 mal  höhere  antimikro‐
biologisch Wirkung besitzen. Gründe hierfür könnte sein, dass bereits bei geringen Konzentrationen 




dem  verwendeten  Testsubstrat,  Cellulose  und  den  Oberflächeneigenschaften  der  QACs  liegen. 
Cellulose ist zwar eine polare Substanz, aber aufgrund seiner sekundären Struktur ist Cellulose nicht 
oder nur  schwer wasserlöslich. Die QACs können  somit als Lösungsvermittler dienen und Cellulose 








































Ein  weiterer  Aspekt  dieser  Arbeit  war  es,  das  Abbauverhalten  der  QACs  in  dem  Testsystem  zu 
beschreiben. Die Betrachtung des Abbaus  ist von weitreichendem  Interesse, da wie  in Kapitel 2.2.4 
beschrieben ein hoher Emissionsgrad von QACs  in der Umwelt besteht. Dies gilt besonders  für die 
Anwendung  von  Biogasanlagen,  da  Substratreste  nach  der  vollständigen  Vergärung  als 
Wirtschaftsdünger verwendet werden darf und somit als Emissionsquelle in Frage kommen [56]. Aus 
der Literatur  ist bekannt, dass QACs anaerob nicht abbaubar sind  [44, 136]. Somit würde die QACs 
die Vergärung überstehen und  vollständig  in  dem Restsubstrat  vorhanden  sein. Betrachtet wurde 
daher der aerobe Abbau in dem technischen Bioreaktorsystem (siehe 3.2) bei zwei unterschiedlichen 
Prozessbedingungen.  
Beim  ersten  Versuch  zum  aeroben  Abbau  wurden Mikrobiofilmträgerwürfel  (Levapro®)  getestet, 
welche die aerobe Biomasse  immobilisieren und somit zu einer besseren Prozessführung beitragen. 
Nach  Zugabe  der  QACs  wurde  von  Beginn  an  nur  sehr  geringe  Konzentrationen  von  den  fünf 
getesteten QACs detektiert. Die Wiederfindungsraten der Substanzen lagen in dem Testzeitraum bei 
0 bis 8,3 %, was  einer  Eliminationsrate  von  ca.  90 %  bis  100 %  (siehe  Abbildung 4.5‐8)  entspricht. 
Zwar gelten QACs unter aeroben Bedingungen  [132, 136] generell als biologisch abbaubar, eine so 
schneller  Abbau  ist  jedoch  eher  unwahrscheinlich.  Für  ein  ähnliches  QACs,  dem 
Octadecyltrimethylammonium  Chlorid, wurde  von  Games  und  King  [136]  eine  Halbwertszeit  von 
2,5 h  in Abwasser beschrieben. Da allerdings  in diesen Fall bei allen getesteten QACs beim ersten 
Probenpunkt  (5 min)  bereits  nur  sehr  geringen  Konzentrationen  gemessen wurden,  ist  nicht  von 
einem  Abbau  auszugehen. Wie  bereits  unter  Kapitel  2.2.5  erwähnt,  neigen  QACs  aufgrund  ihrer 
Eigenschaften dazu, an Oberflächen von Sedimentpartikeln und ähnlichem zu adsorbieren [135]. Da 
sich  die  Mikrobiofilmträgerwürfel  durch  eine  besonders  hohe  Oberfläche  auszeichnen,  ist  die 















ATMA‐C16>BDMA‐C16>BDMA‐C12>ATMA‐C12  [138].  Da  sowohl  für  die Mikrobiofilmträgerwürfel 
























































































































Wie  in 4.5.13 beschrieben,  scheint  im Bioreaktorsystem der Abbau von QACs durch Adsorption an 
den  Mikrobiofilmkörpern  und  an  Biomasse  gehindert  zu  sein.  Daher  wurde  in  den  folgenden 
Versuchen der Nachweis der Adsorption der QACs an beiden Materialien getestet. In Abbildung 4.5‐
21  sind  die  unterschiedlichen  Adsorptionsgrade  der  QACs  an  den Mikrobiofilmträgerwürfeln  bei 
steigender Konzentration aufgetragen. Dabei ist zu erkennen, dass der Absorptionsgrad bei allen vier 
Substanzen (88 %) sehr hoch liegt. Für die BDMA‐C16 liegt der Adsorptionsgrad über den kompletten 






BDMA‐C16  konnten  hier  allerdings  nicht  bestätigt  werden,  die  Werte  liegen  aber  sehr  nah 
beieinander. Die beiden Moleküle mit den kürzeren Alkylketten zeigen hier zum einen eine geringere 
Adsorptionsaffinität  und  zum  anderen  sinkt  diese  mit  steigender  Testkonzentration.  Ismail 
Zuordnung BDMA‐C12>ATMA‐C12 konnte bestätigt werden.  
Die  Adsorptionen  der QACs  an  die  Schlammpartikel  sind  in  Abbildung  4.5‐22  gezeigt.  BDMA‐C16 
besitzt auch hier eine sehr hohe Adsorptionsaffinität, analog zu den Ergebnissen der Adsorption an 
den Mikrobiofilmträgerwürfel. ATMA‐C16  besitzt  die  geringste  Affinität. Die  Schwankung  liegt  bei 
<2 %.  BDMA‐C12  hat  besonders  bei  den  geringeren  Konzentrationen  eine  höhere  Affinität  als 
ATMA‐C12.  Die  drei  Substanzen  BDMA‐C16,  ATMA‐C16  und  BDMA‐C12  zeigen  das  gleiche 
Adsorptionsverhalten  wie  bei  den  Mikrobiofilmträgerwürfel.  Vergleicht  man  die  Werte  mit  den 
Versuchen  von  Ismail  sind  leichte  Unterschiede  zu  erkennen  [138].  Dies  ist  vor  allem  auf  die 
Versuchsplanung  zurückzuführen.  Hier  wurden  innerhalb  kurzer  Zeit  nach  und  nach  die 
Konzentrationen erhöht.  Ismail hingegen hat nur einen Konzentrationsbereich  (300 mg∙L‐1) getestet 
und  die  Adsorptionszeit  variiert.  Eine  direkte  Übertragung  der  Aussagen  ist  somit  nur  schwer 
möglich. Zusätzlich  ist auch der verwendete aerobe Schlamm nicht direkt vergleichbar, auch wenn 
Parameter wie  pH‐Wert  und  TS  gleich  gehalten wurden. Allerdings  lässt  sich  abschließend  sagen, 



























































Ziel der Untersuchungen war es  zu  testen, ob quaternäre Ammoniumverbindungen, wie  sie  in der 
veterinären  Desinfektion  eingesetzt  werden,  einen  biologischen  Effekt  auf  die  Biogaserzeugung 
haben.  Dabei  sollte  sowohl  im  ersten  Schritt  die  Frage  zu  den  Einzelsubstanzen  veranschaulicht 
werden, welche bereits bei Konzentrationen von 1 bis 5 mmol∙L‐1 zu einer geminderten Biogasbildung 
führen.  Dieser  Konzentrationsbereich  ist  interessant,  da  Konzentrationen  dieser  Höhe  in 
Biogasanlagen  nachgewiesen  wurden  [58,  59,  66,  133].  Gemäß  den  kinetischen  Auswertungen 
konnte  herausgestellt werden,  dass  es  sich  bei  der  verminderten  Biogaserzeugung  nicht  um  eine 
klassische  Hemmung  sondern  eine  durch  Lysis  induzierte  Intoxikation  der  Biomasse  handelt.  Da 
Intoxikationen nicht  reversible  sind,  sondern die Biomasse nachhaltig  schädigen,  sollte der Eintrag 
von QACs  in der Biogasanlage und  andere mikrobiologische  Systeme  vermieden werden. Aus den 
systematische  Untersuchungen  konnte  folgende  Reihenfolge  der  Zunahme  an  Toxizität  definiert 
werden:  ATMA‐C12<BDMA‐C12<DDMA‐C10<BDMA‐C16<ATMA‐C16.  Generell  gilt  somit,  dass mit 
zunehmender Hydrophilie die Toxizität steigt. Ähnliche Beobachtungen haben auch Tezel et al. 2007 
[44]  beschrieben.  Darüber  hinaus  konnte  anhand  der  Fettsäureprofile  festgestellt  werden,  dass 




Mischungen  von  QACs  mit  anderen  Substanzen  [13,  44,  55,  132,  140].  Die  Ermittlung  der 
synergistischen Effekte  ist aber von großem  Interesse, da veterinäre Handelsprodukte  in der Regel 
aus  mehreren  Komponenten  bestehen  und  auch  in  den  Biogasanlagen  einen  Vielzahl  von 
unterschiedlichen QACs detektiert wurden  [58, 59, 66, 133]. Die Untersuchungen zeigten, dass die 
Mischungen  BDMA‐C12/BDMA‐C16  und  BDMA‐C12/  BDMA‐C16/DDMA‐C12  einen  deutlichen 
synergistischen  Effekt  führen  können.  Ähnliche  Beobachtungen  machte  Sütterlen  et  al.  für  die 
Mischung aus BDMA‐C12 und BDMA‐C14 in Verbindung mit LAS (engl. linear alkylbenzene sulfonate), 






werden.  Hierbei  zeigten  die  Proben  eine  gegenüber  den  Blanks  höhere  Biogasbildung  in  der 





vermutet,  ähnlich wie  es  Eckard  et  al.  [134]  für  nichtionische  Tenside  und  Proteine  beschrieben 
haben.  Auch  in  anderen  biochemischen  Prozessen  werden  oberflächenaktive  Stoffe  als 
Phasenvermittler oder Hilfsmittel verwendet  [140]. Grundsätzlich wäre es denkbar, dass man auch 
z.B. QACs als Hydrolysehilfsmittel  für die Biogasproduktion verwendet. Voraussetzung hierfür wäre 




Entweder  kann  das  Spülwasser  zusammen  mit  der  Gülle  als  Wirtschaftsdünger  direkt  auf  Feld 
aufgebracht  werden  oder  es  wird  über  die  Biogasanlage  entsorgt.  Da  QACs  anaerob  in  der 




Eliminationsrate  von QACs  sehr  hoch  lag.  Innerhalb  kürzester  Zeit wurden Werte  von  über  90 % 
erreicht. Hierbei handelte es sich aber nicht um einen aeroben Abbau sondern, wie gezeigt wurde, 
um  Adsorption.  Eine  Entsorgung  als  Wirtschaftsdünger  ist  daher  nicht  zu  empfehlen,  da  eine 
Akkumulation in der Umwelt nicht ausgeschlossen werden kann. Die Verbreitung von QACs über den 
Wirtschaftsdünger sieht auch das Umweltbundesamt Österreich kritisch [66, 139]. Dies gilt nicht nur 
für  QACs,  auch  weitere  anthropogene  Stoffe  (z.B.  Antibiotika)  können  über  diesen  Weg  in  die 






Behandlung  einer  kommunalen  Kläranlage  gegeben  werden.  Die  Verwendung  von 
Desinfektionsmitteln, welche neben den getesteten QACs, ebenfalls leichter abbaubaren Ester‐QACs 
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